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Einflu8 der Temperatur und der Reaktion auf Pepsin- 
destruktion und -aktivitiat. 
Von 
Richard Ege. 


Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. 
Vorstand: V. Henriques.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Dezember 1924.) 


Dem EinfluB der Temperatur auf enzymatische Vorgiinge 
ist (namentlich friiher) ein besonderes Interesse entgegengebracht 
worden, da man die Erscheinung des Temperaturoptimums, 
welche alle enzymatischen Vorginge aufweisen, als etwas den 
Enzymprozessen Charakteristisches betrachtete. An der Hand 
derselben suchte man zwischen verschiedenen Enzymen zu 
unterscheiden; namentlich betrachtete man diese Erscheinung 
aber als ein Moment, zu dem die enzymatischen Vorginge 
eine sie von den gewéhnlichen chemischen Vorgingen bestimmt 
trennende Sonderstellung einnehmen. Das trifft bekanntlich 
nicht zu; jedenfalls ist es gelungen, das Temperaturoptimum 
in tiberaus einfacher Weise zu erkliren. 

Danach beruht die Optimumserscheinung auf der Un- 
bestindigkeit der Enzyme und entsteht dadurch, daB der 
Temperaturquotient des Vorganges, der die Destruktion des 
Enzyms bewirkt, wesentlich gréSer ist als der Temperatur- 
quotient der spaltenden Wirkung des Enzyms auf das Substrat. 

So verliert die Optimumserscheinung der enzymatischen 
Vorgiinge einen Teil der Bedeutung, die man ihr friher zu- 
schrieb, Ferner ist es klar, daB die Optimumstemperatur 
selbst nicht mehr als konstante GriéBe betrachtet werden kann 
und daB sie vielmehr je nach den Umstiinden — Menge des 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLIII. 11 
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Enzyms, Dauer der Versuchsperiode, Reaktion des Systems — | 
recht wesentlich schwankt. — 


Im folgenden sollen einige einschligige Probleme erirtert | 
werden. 


Der Einflu8 der Temperatur auf die Geschwindigkeit der 
Pepsinproteolyse. | 
Die folgenden Versuche wurden nach der von mir?) modi. [7 
fizierten Fuldschen Methode ausgefihrt. In betreff der Ge. 
nauigkeit, der prinzipiellen Vorteile und Gefahren der Methode 
in dicser Gestalt sei auf die angefthrten Literaturstellen ver- 
wiesen. | ! 
Wiinscht man zu wissen, welchen Kinflu8 die Temperatur [ 
auf die Geschwindigkeit der Pepsinproteolyse ausiibt, ohne |@ 
daB man den Einflu8 derselben auf die Pepsindestruktion zu | 
befiirchten braucht, muB man den Umfang der letzteren wih- |@ 
rend der Versuche kennen. i 
Es hat sich gezeigt, daB die Destruktionsgeschwindigkeit | 
des Pepsins bei p,,+ = 1,6 ohne Vorhandensein von Substrat?) [7 
bei 30° etwa 0,10°/, pro Stunde 
» 40° ,, 0,50% ,, ” 
ausmacht. Bei Temperaturen von 40° und darunter riskiert | 
man also bei einer Versuchsperiode von 1 Stunde oder weniger | 
durchaus nicht, daB die Abhangigkeit der Pepsinproteolyse | 
von der Temperatur in nachweisbarem Grade von der Destruk- | 
tion des Enzyms beeinflu8t wird. : 


Versuch, 
0,1 com etwa 0,7°/,iges A. P. zu 10 com Edestin. py. = 1,6, 


Die Edestinlésung bis zu den betreffenden Temperaturen |7 
vorgewirmt, nach 60 Min. durch Kochen iiber einer offenen | 





1) Ugeskrift for Leger 1922, C. R. Bd. 87 (1922) und diese Zs. | 
Ba. 127, 8. 126 (1928). | 

®) Das Pepsin (Armour) war in n/l-Weinsiiure (py4 = 1,6) gelést. 
Northrop hat dargetan, daB die Destruktionsgeschwindigkeit nur von | 
der Reaktion der Lésung abhingt, aber von der Art des Anions unab- 
hingig ist (Jl. of general physiol. Bd. 2, S. 465 (1920)}. 
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Flamme unterbrochen; die Lésung kocht, und das Pepsin wird 
in weniger als 15 Sek. destruiert. 

















Temperatur Relative 
- Pepsinaktivitit 
0,3 9,3 °/, 
8,0 | 19 
16,0 32 
40,0 98 
45,0 100 
50,0 95 
58,0 25 





Die Aufzeichnung der Kurven und die Interpolation ergibt 
eine AktivitatsvergréBerung der Proteolyse. 















































1. Versuch 2. Versuch 
Temperatur 
von bis Pro von bis | Oro 
0—10 0,8 8,0 2,6 8,5 21,5 2,5 
10—20 15 82 2,1 2,15 40 1,9 
20—380 32 57 1,8 — _ _ 
30—40 57 98 1,6 = — 4 
35—45 68 100 1,5 — — — | 
Temperatur | Oro 
0—10 2,6 
10—20 2,0 
20—30 1,8 
30—40 1,6 
ua 1,4 





Wie friher erwahnt, 146t sich diese Abnahme von Q,, 
nicht aus der zunehmenden Destruktion des Enzyms bei stei- 
gender Temperatur erkliren, da diese innerhalb der betreffen- 
den Versuchsdauer und Versuchsgenauigkeit Null ist, es sei 


denn, daB die Haltbarkeit des Pepsins im Gegensatz zu den 
11* 
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Literaturangaben geringer sein sollte bei Vorhandensein yon | 
Substrat als bei Nichtvorhandensein; die Haltbarkeitsverhilt. | 
nisse, auf die friher hingewiesen wurde, gelten nimlich in | 
substratfreier Lésung. 

Diese Erklarung hilt, wie spatere Versuche dartun werden, 
nicht stich. : 

In der biologischen Literatur war man friiher geneigt, zu 
behaupten, daB Q,, konstant sei, was aber, wie von Krogh 
dargetan, nicht der Fall ist. Krogh fand beim Stoffwechsel 
poikilothermer Tiere stark abnehmende Q,,.’) 

Abnlich verhalt es sich hier mit der Abnahme von @ 
in der Pepsinproteolyse, wenn auch in weit weniger aus- 
gesprochenem MaBe. 

Bei Vereinfachung von van’t Hoffs Gesetz vom EKinflus 
der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit der cheni- i 
schen Vorginge gilt /,,, = V,-k"® oder Vis10 = V,-hk'; hk) wird ; 
nun oft gleich Q,, gesetzt, so daB die Formel 7:41 =7;-Q,, | 
lautet, wo Q,, eine in der Regel zwischen 2 und 3 gelegene | 
Konstante ist. Man war friher geneigt, zu behaupten, daf | 
zahlreiche biologische Vorginge dieses einfache van’t Hoffsche |, 
Gesetz befolgen, was aber nach Krogh nicht zutrifft. Seine | 
Untersuchungen betreffen speziell den Stoffwechsel. : 

Arrhenius behauptet, daB in vielen Fallen eine bessere 
Ubereinstimmung erzielt wird, wenn man van’t Hoffs Forme 
folgende Modifikation gibt: | 








V, und 7, bezeichnen die Geschwindigkeit des Vorganges | 
bei 7, und 7), e ist die Grundzahl des natiirlichen Logarith- }@ 
mensystems, g eine Konstante und gleich der Molekiilwirme [| 
des betreffenden Vorganges. 

Jedoch wird auch diese Formel nicht durch die gefundenen | 
Werte befriedigt. Berechnen wir g fir das Intervall 85—45° | 
und 0—10, erhalten wir 





*) Internat. Zs. f. physiol.-chem. Biologie Bd. I, S. 491 (1914). 
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q 
0—10 _ 14840 
35—45 1560 





Stellt man entsprechende Versuche bei héheren Tempe- 
raturen an, so ist es einleuchtend, daB man nicht mehr ein 
einfaches MaB fiir die Aktivitét der Pepsinproteolyse erhalten 
kann. Die hohe Temperatur beginnt ihre destruierende Wir- 
kung in hohem Grade geltend zu machen. Man kann somit 
nicht mehr davon ausgehen, daB die Pepsinkonzentration des 
Versuches konstant ist, sie wird fortwahrend abnehmen, und 
zwar um so mehr, je héher die Versuchstemperatur ist. 

Man kénnte allerdings daran denken, den Einflu8 der 
Temperatur auf die Pepsinproteolyse auch bei diesen hohen 
Temperaturen studieren zu wollen, wenn es méglich wire, die 
wahrend des Versuches destruierte Pepsinmenge zu berechnen 
und zu kontrollieren. Eine solche Korrektion 148t sich nament- 
lich wegen der Abhingigkeit der Destruktion von dem Vor- 
handensein des Substrates schwerlich durchfihren. 

Wahrend die Optimumstemperatur bei 1 stiindigen Ver- 
suchen bei 45 und 50° liegt, wird sie bei einer Ausdehnung 
des Versuches iiber mehrere Stunden natiirlich niedriger 
(zwischen 40 und 45°) und, wie der untenstehende Versuch 
zeigt, bei einer Abkiirzung der Versuchsperiode hdher sein. 


Versuchsdauer: 5 Minuten. 

















Temperatur Prozent Prozent 
vom Optimumswert vom Wert bei 45° 
40,4 59,7 91,4 
45,9 66,5 100 
51,4 100 1538 
56 91,6 188 
61,7 45,8 10,2 








Q.) 40—50° = 1,5.) 
’) Hieraus scheint hervorzugehen, da8 Pepsin bei Vorhandensein 





von Substrat wihrend der ersten 5 Minuten auch bei 50° nicht in mef- 


barem Grade zerfiallt. 
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Versuchsperiode: 1 Minute. 
































Vosinereban Proz. vom Proz. vom Wert 
P Optimumswert bei 45° 
38,4 35,2 14,8» 
48,5 58,9 "4 
55,9 100 211 
59,8 98,5 208 
65 39,8 84 
10,1 23,4 49,2 
Bei der Unbestindigkeit des Pepsins bei den hohen | 
Temperaturen ist es also méglich, das Optimum durch Ab- &§g 
i 
’ i | 
! i. 
; & 
| ‘| 
‘| 
vA |i 
\ st 
Stn E k 
pe vmn : 
| 
(Stunde d 
3 i 
F 
” 3 0 5a 60 70 «(Gimp 
Be 
Fig. 1. H 


anderung der Versuchsdauer von 45—50° (1 stiind. Versuch) | - 

bis auf 52° (5 Min.) und 56—60°(1 Min.) zu verschieben, und | ~ 

zwar trotz des Vorhandenseins von Uberschu8 von Substrat | ¥ 

und Unterschu8 von Enzym in samtlichen Versuchen. oh 
Da das Pepsin, wie aus spiiteren Versuchen hervorgehen 

wird, wesentlich haltbarer ist bei schwicherer saurer Reaktion, mS. 

z. B. bei p,, = 2,0—2,5, bei welchen Reaktionen die proteo- 
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lytische Wirkung des Pepsins sehr bedeutend zugenommen 
hat, mu8 man annehmen, daB es gelingen wirde, das Optimum 


% auf noch héhere Temperaturen zu verschieben, wenn man bei 


dieser Reaktion Versuche anstellte. 

Wir wenden uns jetzt zu dem Moment, das die Ursache 
der Optimumserscheinung bildet, nimlich zu der Pepsin- 
destruktion. 

Die Destruktion des Pepsins, speziell ihre Abhingigkeit 
yon der Reaktion, ist in der spateren Zeit wiederholentlich 
untersucht worden; teils wollte man feststellen, ob die De- 
struktion bei verschiedenen Reaktionen das Reaktionsoptimum 
erkliren kénnte, teils auch dadurch untersuchen, ob zwischen 
Pepsin und Chymosin ein Unterschied bestehe usw. 

S. P. L. Serensen?) fand, daB das Reaktionsoptimum des 
Pepsins bei-37° mit der Dauer der Versuchsperiode schwankte, 
indem es sich bei langerer Versuchsdauer nach der starkeren 
sauren Seite hin verschob, was seiner Ansicht nach darauf 


' beruhte, daB das Pepsin bei diesen Reaktionen besser haltbar 


sei als bei weniger saurer Reaktion. 

Da dies, wie von spiteren Untersuchern dargetan und 
wie auch aus dem folgenden erhellen wird, nicht der Fall ist, 
mu8 Sesrensens Befund durch andere Tatsachen zu er- 
kliren sein. 

Von spiateren Untersuchern ist zuvérderst Northrop?) 


‘anzufihren, der die Pepsindestruktion innerhalb eines sehr be- 


deutenden Reaktionsgebietes: p+ = 0,5—6,2 untersucht hat. 


Es hat sich dabei herausgestellt, daB die Destruktion eine 


Funktion der Reaktion der Lésung ist; dagegen ist es ohne 
Bedeutung, welche Siure angewandt worden ist (H, PO,, H,SO,, 
HNO,, HCl oder Oxalsaure). Nach Northrop ist das Pepsin 


am stabilsten um p,;=5; die Destruktionsgeschwindigkeit 


nimmt dann stark zu, wenn die Reaktion noch weniger sauer 
wird; dagegen wird die Destruktion bei stirkerer saurer Re- 
aktion ungefahr die gleiche sein; jedoch wird die Geschwindig- 





) §. P. L. Serensen, Medd. fra Carlsberg Laboratoriet Bad. 8, 
S. 141—148 (1909—10). | 
*) The Jl. of general physiol. Bd. 2, S. 465—470 (1920). 
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keit nach dieser Seite hin schwach zunehmen, bis p,, = 0,5 
ist; starkere saure Reaktionen wurden nicht untersucht. 

Da das von Northrop benutzte Pepsinpriparat einen 
isoelektrischen Punkt um p,, = 3 hat, schlieBt er, daB zwischen 
demselben und der Haltbarkeitserscheinung kein Zusammen- 
hang besteht. 

Ferner sind Michaelis und Rothsteins Untersuchungen 
iiber die Destruktion von Lab und Pepsin durch Alkali) an- 
zufiihren, die ergaben, daB das Pepsin durch sehr schwach 
saure, neutrale und vor allem durch basische Lésungen iiber- 
aus schnell destruiert wird; die Benutzung eines Pepsin. 
praparates ergab eine vollstandig parallele Schwichung des 
peptischen und milchkoagulierenden Vermégens des Priaparates.’ 

Michaelis und Rothstein zeigten, daB die Pepsin. [% 
destruktion sich mit der Temperatur sehr stark vervielfacht | 
(bei 10° Erwirmung 31 fach), wenn man bei der Untersuchung | 
dieselbe Wasserstoffionenkonzentration benutzt; durch den Ver- | 
gleich der Destruktionsgeschwindigkeit bei verschiedener Tem- | 


peratur in Lésungen mit derselben Hydroxylionenkonzentration E 


kommen Michaelis und Rothstein dagegen zu dem sonder- | 7 
baren Resultat, daB die Destruktionsgeschwindigkeit von der 
Temperatur unabhingig ist. 4 

Da sie behaupten, daB die Destruktion durch die OH- @ 


Destruktion bedingt ist, betrachten sie letateres als korrekt, | @ 


so daB es berechtigt ist, anzunehmen, daB die Pepsindestruktion : 


tatsichlich, d.h. wenn die tibrigen fir die Pepsindestruktion |¥ 
eine Bedeutung habenden Faktoren konstant bleiben, von der |@ 


Temperatur unabhingig ist. 


Eigene Untersuchungen. : 
Fir das Verstindnis der Optimumserscheinung wiirde es | 


namentlich von Bedeutung sein, den Einflu8 der Temperatur || 





1) Biochem. Zs. Bd. 105, S. 60 (1920). | 
*) Daraus darf man jedoch keineswegs schlieBen, daB sich im [@ 
Ventrikelsaft verschiedener Tiere neben dem Pepsin (das offenbar Casein || 
in Paracasein umzuwandeln vermag) kein spezifisches milchkoagulieren- | 
des Enzym, Chymosin, findet. 
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auf die Destruktionsgeschwindigkeit bei der Reaktion zu be- 
stimmen, bei der das Pepsin wirkt, die in den betreffenden 
Versuchen 1,6 war. 
Versuche. 
Po = 1,6. Temp. = 30°. 
1 ccm etwa 1,7°/,iges Pepsin (Armour) zu 20 ecm 1/n-Weinsiaure. 


icem davon enthielt sofort ..... . 800 — 
Nach 94 stiindigem Aufenthalt bei 30° . . 1780 _,, 


Destruktionsgeschwindigkeit pro Stunde 0,74 y') = 0,09 %,. 





Ein entsprechender Versuch bei 40°. 


tO ott en 
47,5 Stunden spiter. .. . on es A ce 


Destruktionsgeschwindigkeit pro Stunde 4,2 7 = 0,53 °/,. 





Versuch bei 55°. 


Me ee tit tithe tt to Ee 
5 Minuten spiiter . .... - OO ,, 


Destruktionsgeschwindigkeit pro Stunde 200 y = 300 °/,. 





Versuch bei 60°. 


ot NAAT ea al a eau 4 
2 Minuten spiiter . . . ‘ , 200 o 


Dacibibilesninnsivebedtabals pro Stunde 6000 y = 750 °/,. 


Wihrend eine Temperatursteigerung von 10° nur eine 
Vermehrung der Pepsinproteolyse von 1,5—2,0 bewirkt, wird, 
wie wir sehen, auch bei verhaltnismiBig niedrigen Temperaturen 
dieselbe Temperatursteigerung eine Vermehrung der Pepsin- 
destruktion bis ums 6fache bewirken; bei hdheren Tempe- 
raturen ist die Beschleunigung der Destruktionsgeschwindigkeit 
viel gréBer, wie besonders aus den folgenden Tabellen hervor- 
gehen wird. 

Die Versuche gehéren zu verschiedenen Reihen; die An- 
fangspepsinkonzentration war etwas verschieden. Die De- 
struktionsgeschwindigkeiten wurden berechnet, nachdem die 
Abhangigkeit der Destruktion von der Dauer (siehe weiter unten) 
bei den verschiedenen Temperaturen bestimmt worden war. 








*) y = 0,001 mg. 
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Destruktion, 








berechn. in Proz. Logarithmus 
Temperatur der Anfangs- Verhialtnismibig der 
konzentration Destruktion 
pro Stunde 
30,0 0,09 1 0 
40,0 0,53 5,9 0,77 
46,3 8,7 97 1,99 
48,5 58,5 650 2,81 
50,0 ‘58,5 650 2,81 
58,0 165 1830 8,26 
53,5 1300 14 400 4,16 
65,0 3500 39 000 4,59 
72,0 9100 100 000 5,00 











An diesen Kurven wurde die Zeit abgelesen, die erforder- 
lich ist, um dieselbe Destruktion zu erzielen; an dem rezi- 
proken Wert der Zeit hat man dann ein MaB fiir die De- 
struktionsgeschwindigkeit. | 

In mehreren Versuchen muBte ich zwischen recht fern 
gelegenen Punkten interpolieren. In den beiden letzten Ver- 
suchen hatte im Laufe von 90 bzw. 25 Sek. eine sehr kriftige 
Destruktion stattgefunden (bis auf 84 bzw. 93 °/,). 

Da die Destruktionsgeschwindigkeit hier geradlinig be- 
rechnet ist, stellen die berechneten Zahlen Minimalwerte dar; 
die wahren Destruktionsgeschwindigkeiten sind in diesen beiden 
Versuchen gewiB wesentlich gréBer. 

Von 40—60° scheint der Logarithmus der Destruktions- 
geschwindigkeit der Temperatur proportional zu sein. Eine 
Temperatursteigerung von 10° wird eine 60fache Beschleuni- 
gung der Destruktionsgeschwindigkeit bewirken. 

Der Umstand, daB der Temperaturkoeffizient der De- 
struktion des Enzyms bedeutend gréBer ist als der der Pepsin- 
proteolyse, wird dann natiirlich (wenn ein UnterschuB von 
Pepsin besteht) die Optimumskurve hervorrufen. 

Hier wurde jedoch davon ausgegangen, daB die Pepsin- 
destruktion bei Vorhandensein von Substrat in derselben Weise 
verliuft wie in diesen Versuchen, bei denen wir die Pepsin- 
destruktion in substratfreien Lésungen verfolgten. Dies trifft, 
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wie der untenstehende Versuch zeigen wird, nicht zu; wir 
dirfen aber annehmen, daB die beschiitzende Wirkung des 
yorhandenen Substrates nur eine Verschiebung des Optimums 
nach oben hin bewirken wird. 

Die Wirkung von Substrat auf die Haltbarkeit des Pepsins; 
die Destruktionsgeschwindigkeit ohne Substrat: 


0,1 cem etwa 1°/,iges Armour-Pepsin zu 25 cem n/1-Weinsiaure 
auf 55° vorgewirmt. py+ = 1,6. 


Nach einer angemessenen Zeit wurden Proben entnommen, 
in denen die Pepsinaktivitéit durch 20stiindige Verdauungs- 
versuche bestimmt wurde, indem die entnommene Probe (1 ccm) 
sofort auf gewéhnliche Temperatur abgekiihlt wurde, so dab 
man danach von der Destruktion absehen kann. 


Versuche ohne Substrat. 














Aufenthalt bei Gefundene Relative d a (in y) 

55,5° Pepsinaktivitit+)| Pepsinaktivitit pro Min. 
1 Min. 40 100 3 
8 30 15 0.4 

14 27 67 

21 26 65 0,4 

31 20 50 0.14 

95 11 28 : 

151 3 1,5 0,04 











Wenn man entsprechende Versuche anstellt, bei denen 
man jedoch das Pepsin nicht zu 25n/1-Weinsiure ansetzt, 
sondern zu 25 ccm der gewdéhnlichen Edestinlésung in Wein- 
siure (0,2°/, Edestin, n/1-Weinsaiure), kann man den EKinflub 
des Substrates auf die Haltbarkeit messen. 

Hier ist die Substratmenge so groB, daB sie sich an- 
nehmbar wahrend des ersten Teils der Versuchsperiode un- 
gespalten erhalt; bei einer etwas langeren Versuchsperiode 





) DaB bei den Verdauungsversuchen statt 1 cem (das Pepsin ent- 
haltender) Weinsiiure 1 ecm Weinsiure-Edestinlésung gesetzt wird, hat 
keinen nennenswerten Einflu8 auf die Austitrierung der Pepsinaktivitat 
der Probe. 
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muB man aber mit einer Verdauung des Substrates rechnen 


Richard Ege, 


? 


so daB es méglich ist, daB dies eine Komplikation bewirken 


kann. 
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Fig, 2. 


Versuche mit Substrat. 


Put = 1,5. Temperatur 55,5°. 








Gefundene 
Pepsinaktivitat 





Relative 
Pepsinaktivitit 


Pepsin- 
destruktion (in 7) 
pro Min. 





i Min, 25 Sek. 
3 


150 





41 
40 
39 
87 
87 
84 
84 
80 
14 





100 
98 
95 
90 
90 
83 
83. 
73 
34 





0,6 
0,5 
0,5 
0,2 
0,18 


Man sieht, daB die Anfangsdestruktionsgeschwindigkeit 
bedeutend geringer ist bei Vorhandensein von Substrat als 
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ohne Substrat; in letzterem Falle verschwinden 10 y im Laufe 
von 8 Minuten, in ersterem erfordert eine entsprechende 
Destruktion 60 Minuten. Die Haltbarkeit ist also 8 mal 
so grob. 

Man wird also sained sein, daraus zu schlieBen, dab 
zwischen Pepsin und Substrat eine Verbindung gebildet worden 
ist und daB diese Verbindung haltbarer ist als das freie 
Pepsin. 

Wir wenden uns nun der Besprechung des Einflusses der 
Reaktion auf die Pepsindestruktion zu; um ein vergleichbares Ma8 
zu gewinnen, miissen wir aber erst die Form der Destruktions- 
kurve betrachten und wihlen als Beispiel eine Reihe bei 60° 
ausgefihrter Versuche. i 


Versuch. 
1cem 2°/,iges Armour-Pepsin zu 20 cem vorgewiirmtem Citrat 
rec. Th 5,0, Pkw = 18,0, pou- = 8,0. 


Es wurde daraus nach verschiedenen Zwischenraumen 1 cem 1) 
entnommen und zu 10 ccm Edestin gesetzt. 














D ahr d 
Zus. gem.} Minuten | Pepsin | Destr. te is radlin. | PDestr. 2) 
eriode 
19" 950 — 
13” 930 1680 
10 280 1360 3,13 
19% 650 1520 
15 380 — — 
12% 270 300 
30 150 _ —_ 
1% 120 ? 60 
20 20 —_ _ 
1” 100 — 72 
25 30 — —_ 
1* 70 60 
20 20 _ —_ 
2% 50 sip 























*) Die entnommenen Proben werden sofort unter dem Wasserhahn 
abgekiihlt, so da8 die Temperatur sehr schnell so niedrig sein wird, 
 da8 die Destruktion als gleich Null betrachtet werden kann. 

*) Poestr, = log der Pepsindestruktionsgeschwindigkeit. 
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Entsprechender Versuch. 
1cem 2°/,iges Armour-Pepsin zu (8 Citrat + 12HCh), Put = 3,00. 





—_ eaten 
































Versuchs- Destr. 
Min. nach : s Destr. | wiabr. d. 
periode | Pepsin | Destr. Ppestr 
d. Verm.} 5) win pro Stde. — | 
2 950 
29 125 260 167 2,2 
31 825 : 
38 85 135 _ — 
69 740 
33 120 220 — * — 
102 620 | 
74 160 130 —_ _— 
176 460 
64 70 65 = — 
240 390 
120 40 20 — — 
360 350 
~ 





Puy Te 





ar - 2-54 
7 





Ich werde auf die etwaige theoretische Bedeutung des [ 
Verlaufes der Destruktionskurve vorliufig nicht naher eingehen 
und fibre nur an, daB die Kurve zu Anfang geradlinig oder | 
so nahezu geradlinig ist, daB sie bis zu ginem gewissen Punkt 
als geradlinig betrachtet werden kann. | 
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Die relative Destruktionsgeschwindigkeit 14Bt sich leicht 
durch die Zeit berechnen, die erforderlich ist, um z. B. die 
950 Einheiten in 650 zu spalten. 

Da die Kurven geradlinig sind, kann man indessen auch 
die Destruktionsgeschwindigkeit pro Zeiteinheit berechnen und 
brauchte daher nur eine einzige Bestimmung. 

Bei diesen Berechnungen der Destruktionsgeschwindigkeit 
mu8 man jedoch sehr vorsichtig sein, da die Berechnung natiirlich 
nur gilt, wo die Kurven, praktisch gesprochen, geradlinig verlaufen. 

Vergleicht man die geradlinigen Strecken der beiden auf- 


gezeichneten Kurven, so ergibt sich, daB das Pepsin bei 


Pyt = 4,94 6 mal so schnell destruiert wird, wie bei p,+ = 3,0. 

Benutzt man dagegen die gesamte Versuchszeit (im Ver- 
such p,+ = 8,00), so sieht man, daB die Destruktion im Laufe 
der 6 ersten Stunden (950 + 350) = 600 ausmacht, wihrend 
dieselbe Destruktion bei p,; = 4,94 nur 27 Min. beansprucht, 
so dab man in diesem Falle zu dem Resultat kommen wird, 
daB die Destruktionsgeschwindigkeit bei p,+ = 4,94 18 mal so 
groB ist wie bei p,+ = 3,0. 
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Es wurden daher in den folgenden Versuchen Bestimmungen | 
des Verlaufes der Destruktionsgeschwindigkeit ausgefihrt; bei | 
den Vergleichen wurden, soweit dies méglich war, nur gerad. 
linige Perioden benutzt. 


Die Pepsindestruktion in y pro Stunde bei einer Anfangskonzentration 
| von etwa 0,1°/, A. P. 








ee, 


Put 60° 50° 40° 30° 20° 10° 








1,1 a _ _ ee — 81 000 
1,4 ee ~ A _ _ 8500 
7,2 an i — — — 655 
6,8 — ~ a _ 1000 41 
6,24 as — | 18000 oa 178 as 
6,1 ~ — 1900 se — ae 
5,9 _ _ 155 en “— “ 
5,6 _ _ oe ee re a 
5,3 ~~ 234 3 es ~~ an 
4,9 1360 — ive — ms ~ 
4,6 55 ~ — ca sas “ 
4,0 66 ane aie — ~ sie 
3,6 60 on = — wae oe 
8,0 167 on on a _ ae 
2,0 1280 tins a a ice — 
1,6 6050 an 5 ~ 0,7 on 
1,0 she 720 18 13 2,5 i 




















Daraus werden folgende relative Destruktionsgeschwindig. | 
keiten beiverschiedener Reaktion, aber beidergleichenTemperatur | 
berechnet; die beiden ersten Werte sind aus Versuchen berechnet, 
tiber die in der ,,Ugeskrift for Lager“ 1922 berichtet wurde. 

Die Berechnung der relativen Destruktionsgeschwindig- 
keiten geschah durch Vergleich einer Reihe verschiedener | 
Versuchsserien bei verschiedenen Temperaturen, so daB die 
Reaktionsgebiete der verschiedenen Serien (bei verschiedener 
Temperatur) teilweise ineinander eingreifen, wie dies aus der 
Tabelle ersichtlich ist. | 

Wie aus den Versuchen hervorgeht, liegt das Haltbarkeits- 
optimum des Pepsins (jedenfalls der benutzten Armour Pepsin | | 
praparate) um p, = 3,6—4,6, | 




























Einflu8 der Temperatur und der Reaktion auf Pepsindestruktion usw. 175 


on 8 Relative Destruktionsgeschwindigkeiten von Pepsin bei verschiedener 
el | ; Reaktion. 
































Put Relative Destruktion I seers 
on & +:0,2 (5°, HCl) 7200 8,96 ] 
0 1800 3,26 
= ee 296 2,47 
1,6 104 2,02 
= | 2,0 22 1,84 
! 3,0 2,9 0,46 
) 3 3,6 | 1 0 
} 4,0 : 1 7 0 
4,56 1 0 
4,9 28 1,84 é 
5,3 52 1,71 7 
5,6 ae 2,18 
5,9 4000 8,6 
6,1 49000 4,7 
6,24 850000 5,5 
6,8 2000000 6,8 
7,2 32000000 7,5 
1,4 190000000 8,3 
ye 1700000000 9,2 
a 
9 
ig- : 
ur 7 
et, : 
de. 
ig- s 
\er ‘ 
lie ‘N 
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Fig. 5. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLIII. 12 
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Die Destruktionsgeschwindigkeit nimmt also zu bei Ver- 
schiebung der Reaktion sowohl nach der stirker als nach der 
schwicher sauren Seite hin, jedoch viel schneller bei der Ver- 
schiebung nach der schwicher sauren Seite hin. 

Betrachten wir erst den Verlauf der Destruktion bei diesen 
sehr schwach sauren (eventuell neutralen und unendlich schwach 
basischen) Reaktionen, sehen wir, daB® eine Anderung von 10-*° 
bis auf 10~*'’, d.h. eine Verminderung der Wasserstoffionen- 
konzentration bis auf 1/,,), des Anfangswertes eine Vermehrung 
der Pepsindestruktion (Verminderung der Haltbarkeit des Pepsins 
von 1 bis auf 1,6 x 10%) bewirkt. Die Haltbarkeit des Pepsins 
ist also der 3. Potenz der Wasserstoffionenkonzentration pro- 
portional. 

Wir haben mit anderen Worten einen Vorgang vor uns, 
der Keaktionsverinderungen gegeniiber so unendlich empfind- 
lich ist, daB man, wenn es durch keine praktischen Schwierig- | 
keiten verhindert wiirde, die Pepsindestruktionsgeschwindigkeit | 
zu einem aufSerordentlich genauen Reaktionsbestimmungsyer- | 
fahren gestalten kénnen miiBte. 

Kine Verinderung von p,,+ um 0,2 wird die Pepsindestruk- 
tionsgeschwindigkeit ums 10fache beschleunigen, was bei der | 
Genauigkeit; mit der die Pepsinbestimmungen sich ausfiihren 
lassen, bedeutet, da8 eine Anderung von p,,; um 0,002 an der 
Pepsindestruktionsgeschwindigkeit zu versptiren sein sollte. 

Hinen iibersichtlicheren Eindruck von dem EinfluB der 
Reaktion auf die Haltbarkeit des Pepsins gewinnt man vielleichi, 


wenn angefihrt wird, daB, wihrend bei p+ = 7,7 und bei 10° @ 


etwa 607 = 6°/, der vorhandenen Pepsinmenge unter den 
vorliegenden Verhiltnissen im Laufe von 1/,, Min. zerfallen, 
die gleiche Pepsindestruktion (unter gleichen Verhiltnissen) | 
schon bei einer Abinderung der Reaktion in p,i=4 eine | 
Periode beanspruchen wiirde, so lang wie die von Christi Geburt 
bis auf den heutigen ‘Tag. 

Was die Pepsindestruktion in den etwas stirkeren sauret 
Lésungen betrifft, so unterliegt es kaum einem Zweifel, dab 
sie von der Wasserstoffionenkonzentration abhiangig ist, und 
zwar ist es interessant, daB sie derselben proportional ist. 
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Was dagegen die Pepsindestruktion in den sehr schwachen 
sauren Liésungen betrifit, so ist es méglich, aber keineswegs, 
wie Michaelis will, gegeben, daB sie nicht durch die Ver- 
minderung der H-Ionenkonzentration, vielmehr durch die Steige- 
rung der OH-Ionenkonzentration bedingt ist. 

Solange die Versuche bei der gleichen Reaktion stattfinden, 
hat diese Erérterung kein praktisches Interesse; werden aber 
bei verschiedenen Temperaturen vergleichende Versuche an- 
gestellt, so gewinnt die Frage, dank der mit der Temperatur 
steigenden Dissoziation des Wassers, indem die Dissoziations- 


-konstante des Wassers bei 0° 10715, bei 60° aber 107}* be- 


trigt, eine nicht geringe Bedeutung. 

Wie bereits erwihnt, nahm Michaelis an, daB die Pepsin- 
destruktion in schwachen sauren Lésungen iiberhaupt nicht 
von der Femperatur, sondern nur von der OH--Konzentration 
abhingig sei, und da8 der groBe EKinfluB der Temperatur auf 
die Destruktionsgeschwindigkeit nur indirekt eine Temperatur- 
wirkung sei und ausschlieBlich darauf beruhe, daB die Tem- 
peratursteigerung der mit Bezug auf p,, eine Pufferwirkung 
ausiibenden Reaktionslésungen eine Verschiebung von pog- 
bewirkt, die bei 10° Erwirmung um etwa 0,2—0,3 abnimmt, 
was ja bedeutet, daB die Hydroxydionenkonzentration sich infolge 
einer Temperatursteigerung von etwa 10° verdoppelt. 

Um dies zu untersuchen, wollen wir im folgenden die 
Destruktion bei verschiedenen Temperaturen mit Bezug auf 
dieselbe Hydroxydionenkonzentration vergleichen. 

Es wird zu dem Ende geniigen, die Kurven zu betrachten 
(Py — Ppestr, bei verschiedener Temperatur). 


Diese zeigen wie erwahnt eine mit p,, geradlinige Destruktion; 
vergleicht man nun die Destruktionsgeschwindigkeit bei 50° 
und 60° bei der gleichen Reaktion'), so findet man die 
Destruktionsgeschwindigkeit ums 80fache beschleunigt. Eine 
Temperatursteigerung von 10° wird aber in einem p,,-gepufferten 





_ ') Wenn die Kurven auch nicht tibereinander eingreifen, 148t sich 
dies doch durch Extrapolation bewerkstelligen, da die Kurven sehr 
nahezu geradlinig zu sein scheinen. 


12* 
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System eine etwa 2fache Steigerung der OH -Konzentration 
bewirken (pox+ wird um 0,28 vermindert). 

Die meisten von den Versuchen wurden mit Serensenschen 
Phosphatmischungen ausgefiihrt, deren p,; nach Walbums 
Untersuchungen von der Temperatur ganz unabhingig ist, 
einige Versuche mit Salzsiure—Citratmischung, fiir die das- 
selbe gilt. +) 

Welche Wirkung dies haben wird, geht aus den Kurven 
hervor, welche zeigen, daB eine solche OH -Verschiebung eine 
etwa 10fache Beschleunigung der Destruktionsgeschwindigkeit 
bewirken wird. 


Vergleicht man die Destruktion bei demselben p,,, erhilt 
man eine 4, (50—60°) von 80, dagegen aber eine Q,, von 8, 
wenn man die Versuche auf dasselbe pog- bezieht. 


Dasselbe gilt von dem Intervall von 40—50. 


Von 20—40° nimmt die Destruktion ums 870fache zu 
(keine Versuche bei 30°); hier riihren, wenn man Michaelis’ 
Ansicht gelten laBt, die 100 von der Verschiebung des OH von 
20—40° (2 x 10) her, wahrend die 8,7 die direkte Temperatur- 
wirkung bezeichnen, was eine Q,, von 2,5 ergibt. 


Wir sehen also, da8 sich, auch wenn man die Versuche 
auf dasselbe OH” bezieht, eine ausgeprigte Temperaturwirkung 
ergibt, so dab Michaelis nicht recht hat, wenn er behauptet, 
da8 die Temperatur in Lésungen um den Neutralpunkt keine 
Wirkung auf die Pepsindestruktion besitzt, was auch recht 
sonderbar sein wiirde. 


Auf eine theoretische Klarlegung der Pepsindestruktion 
wage ich nicht einzugehen; dazu sind die Verhidltnisse viel zu 
verwickelt. Ich méchte nur auf den einen Umstand aufmerk- 
sam machen, da8 Haltbarkeitsoptimat und Optimat der Ad- 
sorption des Pepsins an Protein zusammenfallen, wie auch 
zwischen der Abhingigkeit der Destruktionskurve und der 





1) L. E. Walbum, Uber die Wasserstoffionenkonzentration einiger 
Standardlésungen bei verschiedenen Temperaturen [Biochem. Zs. Bd. 107, 
S. 219 (1920)}. 
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Befreiungskurve von der Reaktion eine gewisse Ahnlichkeit 
pesteht. *) 

Wir wissen (es ergibt sich aus einem Vergleich zwischen 
Michaelis und Davidsohn?) und Pekelharing und Ringers) 
Versuchen tiber die Wanderung des Pepsins in dem elektrischen 
Feld), daB sich im kauflichen Pepsin ein Stoff findet, an den 
das Pepsin in héherem oder geringerem Grade gebunden ist. 

SchlieBlich ist anzufiihren, daB man, wenn man frische, 
recht konzentrierte Pepsinlésungen bei Reaktionen hat, bei 
denen die Haltbarkeit des Pepsins groB ist und bei denen die 
Proteolyse noch stattfinden kann, zu Anfang des Versuches von 
Woche zu Woche eine Steigerung der Pepsinaktivitat der Probe 
wahrnehmen kann, was gleichfalls die aufgestellte Theorie 
befiirwortet. 

Vergleicht man dies mit der Tatsache, daB das Pepsin 
unter im iibrigen gleichen Verhiltnissen Smal so schnell 
destruiert wird in substratfreien wie in substrathaltigen Systemen, 
so wird man meiner Ansicht nach in gewissem MaBe berechtigt 


sein, anzunehmen, dab die untersuchten Pepsinpraiparate als 


ein System aus Pepsin + einem anderen Stoff aufzufassen sind, 
an den das Pepsin (in derselben Weise wie an Protein) ad- 
sorbiert ist. 


Bei den Reaktionen, bei denen das Pepsin maximal ad- 
sorbiert ist, ist es sehr bestindig, indem es aller Wahrschein- 
lichkeit nach das freie Pepsin ist, das destruiert wird. 

Diese Annahme beansprucht natiirlich nicht, den gesamten 
Zusammenhang zwischen Reaktion und Pepsindestruktion, wohl 
aber ein einzelnes Moment zu umfassen. 

Auch der Verlauf der Destruktionskurven kénnte darauf 
deuten, daB wir mit einem zusammengesetzten System zu tun 
haben, das aus Pepsin und einer Substanz besteht, an die das 
Pepsin in héherem oder geringerem Grade gebunden ist. 





) Northrop, Jl. of general physiology Bd.2, 8.118 (1920) und 
besonders bei Rich. Ege, Biochem. Zs. Bd. 145, S. 66 (1924). 

*) Biochem. Zs. Bd. 29, 8. 489 (1910). 
*) Diese Zs. Bd. 75, S. 282 (1911). 
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Zusammenfassung. 


1. Das Temperaturoptimum der Pepsinproteolyse ist nicht 
konstant, sondern u. a. von der Dauer der Versuchsperiode 
abhingig. 

Bei p,+= 1,6 und Unterschu8 von Enzym liegt das 
Optimum im Istiindigen Versuch zwischen 45 und 50° im 
5 Min.-Versuch bei 52° und im 1 Min.-Versuch zwischen 56° 
und 60°. 

2. Q,, der Pepsinproteolyse schwankt von 2,5 zwischen 
0 und 10° bis 1,4 zwischen 40 und 45° 

3. Die Pepsindestruktion ist von der Reaktion abhingig 
Das Haltbarkeitsoptimum des Armour-Pepsins liegt bei etwa 
P,+ 3,6—4,6. Bei stirkerer saurer Reaktion beschleunigt sich 
die Destruktion proportional zur Wasserstoffionenkonzentration, 
bei schwicherer saurer Reaktion (bis p,, = 7,7) proportional 
zur 3. Potenz der Wasserstoffionenkonzentration. 

4. Die Pepsindestruktion ist auch bei Vergleich mit der 
gleichen Hydroxylionenkonzentration in hohem Grade von der 
Temperatur abhingig. 























Uher die Zersetzung der Urokaninsdure im tierischen 
Organismus. 
Von 


M, Konishi. 


{Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Dezember 1924.) 








In Gemeinschaft mit Prof. Kotake+) habe ich festgestellt, 
da8 1-Histidin im Hundeorganismus bei reichlicher Verab- 
reichung zum Teil in Urokaninséure (Imidazolakrylsiure) iiber- 
gefihrt wird. 

Deswegen darf man aber noch lange nicht behaupten, 
daB Urokaninsiure ein normal im physiologischen Stoffwechsel 
des Tieres vorkommendes Zwischenprodukt ist. Um diese 
Frage zu kliren, habe ich*) bereits friiher Untersuchungen 
dariiber angestellt, ob bei Durchstrémung der itberlebenden 
Leber mit Blut, dem obige Siure zugesetzt ist, Acetessigsiure 
entsteht. Der Versuch ergab ein positives Resultat. 

Es ware nun wiinschenswert, in Erfahrung zu bringen, ob 
diese™Jrokaninsiure im Tierkérper vollkommen abgebaut wird, 
insbesondere wieviel von dem im Imidazolkern der Urokanin- 
siure enthaltenen N dabei in Harnstoff iibergeht. 

AuBerdem diirfte es von nicht geringem Interesse sein, . 
zu priifen, ob der Kreatiningehalt im Harn durch Urokanin- 
_siureverabreichung irgendeine Verinderung erleidet. Um in 





!) Y. Kotake u. M. Konishi, Diese Zs. Bd. 122, 8. 280 (1922). 
*) M. Konishi, Diese Zs. Bd. 122, 8. 287 (1922). 
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diesen Punkten Klarheit zu schaffen, habe ich diesbeziiglich 
an Hunden und Kaninchen experimentiert. 


Fiir die Bestimmung des Harnstoffs bediente ich mich 
der Methode von y. Slyke und Cullen") (Uberfihrung des 
Harnstoffs in Ammoniak). Als Urease diente hierbei ein gut 
wirkendes Squibbpraparat. Natiirlich wurde gleichzeitig das 
Ammoniak, das an und fiir sich im Harn vorhanden war, ge- 
sondert bestimmt und von dem Gesamtwert abgezogen. 


Zur Feststellung des Gesamtstickstofis wurde die Kjel- 
dahlsche Methode verwandt, zu der des Kreatinins die colori- 
metrische nach Folin*) (Standardlésung Kaliumbichromat). 


I. Versuche an Hunden. 


1. Versuch. 


Ein Hund von 4900 g Kérpergewicht erhielt jeden Tag 
80 ccm Kuhmilch, 50 g Brot und 80 ccm Wasser (Stickstoff- 
menge etwa 1,25 g), bis sich der Organismus ungefihr im 
Stickstoffgleichgewicht befand. Erst dann wurden dem Tier 
3—5 g Urokaninsaéure mit dem oben erw&hnten Futter zugefihrt. 
Die immer von je 24 Stunden stammende Harnmenge wurde. 
mittels eines Katheters entnommen. Die Resultate sind in 
Tabelle I enthalten. | 


Am Tage der Urokaninsiureverabreichung enthielt der 
Harn an abnormen Bestandteilen nur Urokaninsaiure. Wie 
man aus Tabelle I leicht ersehen kann, ist die Menge des 
Kreatinins nicht nennenswert vermehrt. 


2. Versuch. 


Ein Hund von 5150 g Kérpergewicht bekam jeden Tag 
100 com Kuhmilch, 100 g Brot und 300 ccm Wasser (Stick- 
stofigehalt etwa 2,2 g) so lange, bis Stickstoffgleichgewicht ein- 





1 D. D. v. Slyke u. G. E. Cullen, Jl. of. Biol. Chem. Bd. 19, 
S. 141 (1914), 


*) O. Folin, Diese Zs. Bd. 41, S. 223 (1904). 
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getreten war, worauf dann Urokaninsiure gegeben wurde. Die 
Resultate sind in Tabelle If zusammengefaBt. 


3. Versuch. 


Ein Hund von 5800 g Kérpergewicht wurde taglich mit 
100 com Kuhmilch, 50 g Brot und 50 com Wasser (Stickstoff- 
gehalt 1,34 g) gefiittert, um Stickstoffgleichgewicht zu bewirken. 
Urokaninsiure wurde 2mal verabreicht. Das eine Mal 5g 
mit dem Futter, das zweitemal einige Tage spiter 3g in 
50 com Wasser gelést und mit Natriumcarbonat neutralisiert. 
Die Resultate sind in Tabelle ITI einzusehen. 


II. Versuch an Kaninchen, 


Nach Engeland}) wird Histidin im Katzenorganismus 
viel leichter als in dem des Kaninchens verbrannt, so daB bei 
Verabreichung dieser Aminosiure der Harn des Kaninchens 
eine viel starkere Diazoreaktion zeigt als der der Katze, wes- 
wegen ich als Versuchstier das Kaninchen wahlte. Da es aber 
ziemlich schwer ist, beim Kaninchen Stickstoffgleichgewicht zu 
erzielen, fihrte ich den Versuch am hungernden Tier aus, dem 
tiglich nur 50 com Wasser durch einen Katheter in den Magen 
eingefihrt wurden. Auf dieselbe Weise gab ich die in Wasser 
geléste und mit Natriumcarbonat neutralisierte Urokaninsaure. 
Der Harn wurde stets durch Ausdriicken der Harnblase ge- 
wonnen. In ihm konnten keine anderen abnormen Bestand- 
teile als unveriindert ausgeschiedene Urokaninsiure nach- 
gewiesen werden. Vgl. Tabelle IV. 

Aus den Tabellen kann man sehen, dab Urokaninsiure- 
verabreichung sowohl beim Hund wie Kaninchen eine erheb- 
liche Vermehrung des Harnstickstoffs, insbesondere des Harn- 
stofistickstoffs verursacht. Man ist also berechtigt, mit groBer 
Wahrscheinlichkeit anzunehmen, da8 Urokaninsaure allgemein 
im Organismus des Carni- wie Herbivoren ziemlich restlos 
abgebaut wird. Kine Zunahme der Kreatininausscheidung war 
nicht zu konstatieren. 





1) R. Engeland, Diese Zs. Bd. 57, S. 49 (1908). 
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Zusammenfassung. 


1. Urokaninséure wird ziemlich leicht im Tierkérper unte; 
Sprengung des Imidazolkerns dissimiliert, indem der darin ent- 
haltene Stickstoff in Harnstoff tibergeht und infolgedessen eine 
erhebliche Zunahme des Harnstoffgehaltes im Harn bewirkt. 

2. Urokaninsiure wird ebenso leicht im Kaninchen- wie 
im Hundeorganismus abgebaut. 

3. Urokaninsiure fihrt in der von mir gewahlten Verab- 


reichungsmenge keine nennenswerte Vermehrung des Kreatinins 
im Harn herbei. 







































Uber die Urokaninsiurebildung aus den verschiedenen 
optischen Modifikationen des Histidins. 


Von 


M. Konishi. 


a 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, Dezember 1924.) 


Es steht aufer Frage, da8 |-Histidin im Hundeorganismus 
iber Urokaninsiure’) abgebaut werden kann. Nicht bekannt 
ist bis jetzt, ob auch d-Histidin hierbei in letztere tiberzugehen 
vermag. 

Um hieriiber Klarheit zu schaffen, wurden Versuche das 
eine Mal mit d,l- und das andere Mal mit d-Histidin aus- 
gefihrt. Die Darstellung dieser Stereoisomeren erfolgte nach 
den Vorschriften von F. L, Pyman?) und E. Abderhalden’) 
und A. Weil auf folgende Weise: 

Ks wurden 50 g Histidinmonochlorhydrat in 300 ccm 
heiBen Wassers gelést, mit 150 g Baryt versetzt und im Auto- 


klaven bei einer Temperatur von 160°C unter einem Druck 


von 7 Atmosphiren 5 Stunden lang erhitzt. Darauf wurde die 
Mischung in 5 Liter heiBen Wassers eingetragen, der Baryt 
mit Schwefelsiure quantitativ gefallt und das Filtrat bis zu 
einem Volumen von 1 Liter eingeengt. Alsdann wurden zu 
der eingedampften Menge 80 g Bleioxyd zugefiigt, das Ganze 
zweimal etwa 1 Stunde lang erwarmt und nach dem Erkalten 


filtriert. Die restierende Flissigkeit wurde nun vom Blei 


durch Schwefelwasserstoff befreit und nochmals so lange ein- 
geengt, bis sich ungefihr 1 g blatterige Krystalle bildeten, 





) Y. Kotake u. M. Konishi, Diese Zs. Bd, 122, S. 230 (1922). 
”) F.L. Pyman, Jl. of Chem. Soe. Bd. 99, S. 1386 (1911). 
3) E. Abderhalden u. A. Weil, Diese Zs. Bd. 77, 8. 485 (1912). 
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welche bei 279°C schmolzen. Dieses Endprodukt war nicht 
imstande, die Ebene des polarisierten Lichtes zu drehen. 
Zweifelsohne handelt es sich hier um d,1-Histidin. 

d-Histidin wurde aus dem d,l-Histidin auf dem Wege iiber 
saures d-weinsaures d-Histidin dargestellt. Es schmolz bei 
279°C. Die Lésung zeigte ebenso starke Rechtsdrehung, wie 
reines d-Histidin. 

0,1780 g Substanz, in 14,686 g Wasser gelést, drehten im 1 dm-Rohr 


0,48° nach rechts. 
[alp = -+ 39,44", 


1. Versuch mit d,l-Histidin. 


Zum Versuch wurde derselbe Hund benutzt, der bei der 
vorhergegangenen Priifung mit |-Histidin eine reichliche Menge 
Urokaninsaiure ausgeschieden hatte. Das 1-Histidin wurde bei | 
dieser Untersuchung ebenfalls subcutan einverleibt, um das 
jetzige Resultat mit dem des friiher gewonnenen des 1-Histidins 
vergleichen zu kénnen. Das Futter bestand tiglich aus 200 g 
Rindfleisch und etwas Wasser. Die Versuchsanordnung war 
folgende: | 

5 g d,l-Histidin wurden in warmem Wasser gelést, mit | 
verdiinnter Salzsiure neutralisiert und in 2 Portionen dem : 


Hunde taglich subcutan eingespritzt. Die Injektionen dauerten : 


4 Tage, im ganzen wurden also 20 g d,1-Histidin injiziert, wobei 
das Wohlbefinden des Tieres keine Stérung erlitt. Der Harn 
wurde immer von je 24 Stunden gesammelt, auf dem Wasser- 
bade bis zu sirupartiger Dicke eingedampft und dann mit 
heiBem Alkohol wiederholt extrahiert. 

Samtliche alkoholische Extrakte wurden zusammengegossen, 
unter vermindertem Druck eingeengt, um den Harnstoff zum 
Auskrystallisieren zu bringen, und bis zum nichsten Tage 
in der Kalte stehen gelassen. Nach Beendigung dieses Pro- 
zesses versuchte ich nach unserem vereinfachten Verfahren 
aus der festen Masse Urokaninsiure zu isolieren, was aber 
miBlang. Daher liste ich die Krystalle wieder in Wasser und 
machte 2 Portionen daraus. Die eine diente zur Untersuchung 
auf Urokaninsiure, die andere zur Isolierang des unverandert 
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ausgeschiedenen d,l-Histidins oder des d-Histidins, das bei 
asymmetrischer Spaltung des d,l-Histidins wohl auftreten 
kénnte. Aus diesem Grunde versetzte ich die erstere Portion 
mit frisch bereitetem Kupferhydroxyd und rihrte gut um. Der 
entstandene Niederschlag wurde gut gewaschen, in Wasser 
suspendiert und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Die vom 
Kupfersulfid abfiltrierte Flissigkeit gab eine deutliche Diazo- 
reaktion. Sie wurde unter vermindertem Druck eingeengt und 
iiber Nacht stehen gelassen, wobei stark silizierende prisma- 
tische Krystalle in einer Menge von 0,095 g zur Ausscheidung 
gelangten. Sie schmolzen bei 218—220°C und gaben Diazo- 
reaktion. Sie waren schwer léslich in kaltem Wasser und 
Alkohol, leichter in heiBem Wasser. Ihre Lésung zeigte keine 
Drehung. Alle Eigenschaften stimmen gut mit denen der 
Urokaninsiure iiberein, so daB man berechtigt ist, die so 
erhaltenen Krystalle als Urokaninsaéure aufzufassen. 

Die zweite Portion wurde mit Phosphorwolframsaure be- 
handelt und der dabei aufgetretene Niederschlag mit Baryt 
zerlegt. Die vom Baryt befreite Lésung wurde auf Histidin 
untersucht, ohne einen Anhaltspunkt fiir seine Anwesenheit 
zu finden. Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengefaBt. 





























a1 Harn 
Datum Histidin Menge ; Spez.; Pathol. /Urokanin- 
8 fin cem eee Gew. | Bestandteile |siiure in g 
1. Febr. 836 | schw.sauer | 1025 —_— — 
a. 5 862 | schw.alkal. | 1027 | Eiwei8: Spur] , 
aS 5 257 | schw.sauer | 1030 i 
re 5 206 ss ‘| 1084 a > 0,19 
| 5 172 1034 . 
. “ 256 a 1030 . 




















2. Versuch mit d-Histidin. 


Wiederum wurde derselbe Hund benutzt. Futter und 
Versuchsbedingungen analog 1. Das Tier vertrug die Injektion 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLIII. 13 
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des d-Histidins schlecht, verlor den Appetit und wurde be- 
sonders nach der zweiten Injektion anigeregt und unruhig, 
Darauf Absetzung des Priparates. 

Der Harn wurde nach derselben Methode wie beim Ver- 
such 1 behandelt und die 2 Anteile auf die beiden verschiedenen 
Stoffe untersucht. Urokaninsiure konnte dabei nicht isoliert 
werden, sogar die Fliissigkeit, die durch unser Kupferverfahren 
gewonnen worden war, gab keine Diazoreaktion, die bei Uro- 
kaninséure noch in einer Verdiinnung von 4/,,5o99 positiv aus- 
fallt. Der Harn enthalt somit keine Spur Urokaninsiure. 

Auch Histidin wurde als solches nicht ausgeschieden. 



































d-Histi- “— e 
Detar oe Menge Reaktio Spez.| Pathol. (Urokanin- 
™ 8 fin cem ” | Gew. | Bestandteile |siure in g 
26. Febr. — 540 | schw.sauer | 1014 a — 
RR a 285 | schw.alkal. | 1040 — oe 
28. 4, 5 200 nf 1086 — vor- 
ms nie 280 | schw. sauer | 1020 oe handen 
Zusammenfassung. 


1. Bei Einfihrung von d,l-Histidin in den Hundeorganis- 
mus wurde Urokaninsiiure ausgeschieden, aber ihre Menge 
betrug nur 4/, der bei den Versuchen mit 1-Histidin im Harn 
erschienenen. 

2. Bei Verabreichung von d-Histidin konnte bei demselben 
Hunde keine Urokaninsiure beobachtet werden. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kann man mit Recht an- 
nehmen, dab im Hundeorganismus die Urokaninsiure bei 
d,l-Histidinzufuhr ausschlieBlich aus dem 1-Anteil gebildet wird. 

8. d,l-Histidin bzw. d-Histidin wurde dabei nicht mehr 
im Harn wiedergefunden, so daB® diese Verbindungen in der 
von mir verwandten Menge von Hundeorganismus vollstindig 
dissimiliert worden waren. 
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Uber das Verhalten 
der Imidazolpropionséure im Hundekérper. 


Von 


M. Konishi und Y. Tani. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Dezember 1924.) 








Da8 Imidazolpropionsiure sich in den Faulnisprodukten 
des Histidins findet, wurde von Ackermann’) nachgewiesen. 
Diese Feststellung deutet darauf hin, daB sie auch bei der 
Darmfiulnis entstehen kann. Auf Grund der Untersuchungen 
von Friedmann?) Dakin’) u. a, ist also die Méglichkeit nicht 
von der Hand zu weisen, das Urokaninsiure im Organismus 
auch auf dem Wege iiber Imidazolpropionsaure gebildet werden 
kann, wenn Histidin oder irgendein dessen Gruppe enthaltender 
KiweiBkérper per os gegeben wird. Um dariiber Klarheit zu 
schaffen, stellten wir uns die Frage, ob Imidazolpropionsiure 
wirklich im Hundeorganismus Urokaninsiure zu bilden vermag. 


Experimentelles. 


Die Darstellung der Imidazolpropionsiure erfolgte in An- 
lehnung an die Vorschrift von Knoop und Windaus‘*): 


) D. Ackermann, Diese Zs. Bd. 65, S. 504 (1910). 

*) E. Friedmann, Biochem. Zs. Bd. 27, S. 125 (1910); Bd. 35, 
S. 49 (1911); Bd. 55, S. 424 (1918) u. a. m. 

*) H.D. Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, S. 419 (1908); Bd. 5, 
S. 418 (1908); Bd. 6, S. 208, 221 u. 235 (1909); Bd. 8, S. 85 (1910—11); 
Bd. 9, 8. 123 (1911). 

*) F. Knoop u. A. Windaus, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 
Bd. 7, 8. 146 (1905—06). 
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3 g Imidazolmilchsiure wurden in einem verschlossenen 
Rohr 8 Stunden lang mit 0,9 g rotem Phosphor und 18 ccm 
konzentrierter Jodwasserstofisiure bei 160° C erhitzt. Danach 
wurde mit Wasser verdiinnt, filtriert, die daraus resultierende 
klare Fliissigkeit auf dem Wasserbade eingedampft und bis 
zum nachsten Tage in der Kalte stehen gelassen. Das Jod- 
hydrat der Imidazolpropionsiure bildete einen noch unreinen 
Niederschlag, der auf einer Tonplatte getrocknet wurde. 

Um die freie Saiure darzustellen, wurde das Jodhydrat 
zunachst in Phosphorwolframat umgewandelt, das aus der Flissig- 
keit in Blattchen auskrystallisierte. Diese krystallinische Substanz, 
die bei einer Temperatur von iiber 300° C schmolz, wurde nun 
mit Baryt zerlegt, von dem itiberschissigen Baryt mittels 
Schwefelsiure quantitativ befreit und bis zu einer kleinen Menge 
eingedampft. SchlieBlich wurde die Imidazolpropionsiure durch 
Zusatz von Aceton rein gewonnen. Sie schmolz bei 208—209°C. 

Als Versuchstier diente ein gesunder Hund, der bereits 
oft zu unseren Versuchen verwendet worden war. Wahrend 
der Versuchstage bekam er taglich 400 g Fleisch als Futter. 
Die Imidazolpropionsiure wurde immer subcutan verabreicht 
und zwar an 4 aufeinanderfolgenden Tagen immer je 5g in 
50 com Wasser gelést, mit Natriumcarbonat neutralisiert und 
in 2 Portionen eingespritzt. Die Gesamtmenge der injizierten 
Verbindung betrug also 20 g. 

Von jedem Injektionstage wurde der stets mittels eines 
Katheters entnommene 24-Stundenharn auf dem Wasserbade 
bis zu Sirupdicke eingedampft, und mit heiBem Alkobol mehr- 
mals extrahiert. Aus dem Alkohol schieden sich rosettenférmige 
Krystalle an der GefaBwand ab. Danach untersuchten wir die 
von den Krystallen getrennte Mutterlauge nach unserem Verfahren 
auf Urokaninsaure, konnten aber keine Spur derselben finden. 

Nach Zusatz von -Phosphorwolframsiure entstand ein 
Niederschlag, der sich mit Wasser erhitzt nur zum Teil léste. 
Nur die Lésung wurde weiter verarbeitet. Aus ihr fiel beim 
Erkalten das Phosphorwolframat in Krystallform aus. Dasselbe 
wurde abfiltriert, mit Barytwasser zerlegt, der Bariumiiberschuf 
mit Schwefelsiure quantitativ gefallt, wieder filtriert und stark 
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eingeengt. Durch Behandlung mit Aceton schied sich schlie- 
lich Imidazolpropionsiure in Prismen (Schmelzp. 208° C) ab. 
Die Menge betrug 3,2 g. Besonders durch die Higenschaften 
ihres Nitrats und Chloroplatinats lieB sie sich als unverindert 
ausgeschiedene Imidazolpropionsdure identifizieren. 

Aus dem unléslichen Phosphorwolframsiureniederschlag 
konnten wir bei Zerlegung mit Barytwasser keine krystallinische 
Substanz isolieren. 

Zum Schlu8 muSten noch die rosettenférmigen Krystalle 
an der GefaBwand analysiert werden. Sie wurden zu diesem 
Zweck in heiBem Wasser gelést und mit Aceton umkrystalli- 
siert, wobei weiBe Prismen in einer Menge von 1,93 g ent- 
standen. Sie schmeckten sauer, enthielten Krystallwasser, das 
bei 100° C entwich, schmolzen bei 206—207°C. Sie waren in 
kaltem Wasser schwer, in heiBem Wasser leichter, in heiBem 
Alkohol fast gar nicht und in Ather und Aceton unléslich, 
wurden nicht durch Silbernitrat und Kupfersulfat, wohl aber 
durch Quecksilberchlorid gefallt, wenn sie vorher durch Natrium- 
carbonat alkalisch gemacht worden waren, erzeugten mit Phosphor- 
wolframsiure langsam einen krystallinischen Niederschlag und 
gaben cine intensive Diazoreaktion. . 

Aus den hier zitierten EKigenschaften ist es ersichtlich, 
daB diese Substanz ein Umwandlungsprodukt der verabreichten 
Imidazolpropionsiure zu sein scheint. Die gefundenen Ana- 
lysenwerte stimmen gut mit denen der Oxyimidazolpropionsaure 
tiberein. Sie war optisch inaktiv. Ihre Konstitutionsermittlung 
ist jetzt im Gang. 

Krystallwasserbestimmung. 0,3420 g an der Luft getrockneter 


Substanz verloren bei 110--115° C 0,087 g Wasser. 
Gel tn 
0,1760 g an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 110—115°C 
0,019 g Wasser. 
Fir C,H,O,N, +H,O Ber. 10,34°/, H,O 
' “Gel 107 |. 


Stickstoffbestimmung. 0,1896 g getrockneter Substanz ver- 
brauchten nach Kjeldahl 17,8 ccm n/10-Schwefelsaure. 
Fir C,H,O,N, Ber. 17,94°/, N 
: Gef. 17,86 ,, 
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196 M. Konishi und Y. Tani, 

Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung. 0,1646 g ge- 
trockneter Substanz gaben bei der Verbrennung 0,2782 g CO, 
und 0,0764 gH,0O. 

Fiir C,H,O,N, Ber. 46,15°/, C 5,12 H 

Gef. 4609 , 5,19 ,, 


Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaft: 




















Ver- Harn 
abreichte Erhaltene 
Imidazol- Pathol Imidazol-| Unbek 
Datum : atholog.|,,..__ | Imidazol-|Unbek.| Un 
propion- | Menge/Reaktion i -Bestand- — propion- | Subst. | kani 
sdure ‘|  teile siure siur 
ing fin cem in g in g 
7. Dez. schwach nicht vor- 
ee ae 455 | saver | :16)-nanden | ae ‘a a 
i es 872 | dgl. |1,080| dg | — aa | - 
ae e 
a} 5 213 | sauer |1,041| dg | + |) 
+e 
~ : 5 212 | dgl. |1,044| dgl | + 
11. 
a 5 837 | dgl. | 1,024] gl. + |} 82 | 1,98 
12, 
a 5 246 | dgl. [1,088] dgl. + 
a schwach 
a” sate 287 omer | 1080) dal. aT] 
Zusammenfassung. 



































1. Im Harn eines gesunden Hundes, dem Imidazolpropion- 
siure subcutan eingespritzt worden wer, war keine Spur von 
Urokaninsaiure aufzufinden. 

2. Bei unserem Versuche, in dessen Verlaufe im ganzen 
20 g Imidazolpropionsiure gegeben worden waren, wurden 
etwa 10°/, derselben (3,2 g) unverindert wieder im Harn aus- 
geschieden. 

8. Dabei trat eine bisher noch nicht in ihrer Konstitution 
vollkommen ermittelte Substanz im Harn auf, die wir als ein 
Oxydationsprodukt der Imidazolpropionsiure betrachten. 

4. Uberblickt man noch einmal samtliche von uns an- 
gefihrten Versuche, so la8t sich mit groBer Wahrscheinlichkeit 
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vermuten, da8 die Urokaninsiure im Hundeorganismus durch 
intramolekulare Desaminierung entsteht. 


HC—NH HC—NH 
ia Oy 
oa 
duu, bn 
oou oon 


Nachtrag von M. Konishi, 


In einer vorausgegangenen Arbeit habe ich mit Prof. Kotake 
berichtet, da8 1-Imidazolmilchsiure im Hundekérper nicht in 
Urokaninsiure tiberzugehen vermag. Es ist jedoch nicht un- 
méglich, daB dieses negative Resultat auf die zu geringe 
Quantitat der verabreichten Saure zuriickzufihren ist. Um 
ganz sicher zu gehen, wurde daher noch ein Versuch mit 
groBeren Gaben unternommen. 

Die Darstellung der 1-Imidazolmilchsiure erfolgte nach 
S. Frankel durch Einwirkung salpetrigsauren Silbers auf 
1-Histidinmonochlorhydrat. 

Versuchsobjekt war der Hund des vorigen Versuchs. Als 
Futter bekam er jeden Tag 200 g Rindfleisch und etwas Wasser. 
Imidazolmilchsiure wurde teils subcutan, teils per os zugefiihrt: 
das eine Mal wurden 10g Substanz in 100 ccom warmen Wassers 
gelést, mit Natriumcarbonat neutralisiert und zweimal in gleiche 
Teile geteilt eingespritzt, das andere Mal wurde die Substanz 
mit Fleisch vermischt gegeben. Niemals trat dabei eine Ande- 
rung im Wobhlbefinden des Tieres auf. 

Der 24 Stundenharn wurde mittels eines Katheters ent- 
nommen und in der Kalte stehen gelassen, wobei sich rosetten- 
férmige Krystalle abschieden. Sie wurden abfiltriert, das Filtrat 
eingeengt und nach Alkoholzusatz sich selbst tiberlassen. Am 
naichsten Tag waren wieder in reichem MaBe die oben er- 
wahnten Krystalle aufgetreten, die nicht anders als Imidazol- 
milchsiure darstellten. 

Sonst verlief der Versuch ganz entsprechend wie der 
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vorangegangene, ohne da8 eine Spur von Urokaninsdure nach- 
gewiesen werden konnte. 


Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt: 























Harn 
Verabreichte} © Erhaltene 
Datum | Imidazol- Sper, |p atholeg-| Imidazol- 
milchsiure | Menge | Reaktion ee Bestand-| wmilch- 
: Gewicht} joi16 siiure 
in g in eem in g 
: schwach 
28, April — 450 ads 1015 — a 
24. ,, | 10 per os 170 dgl. 1055 nt 5,5 
S 1h; 182 dgl. 1052 —~ 5,1 
26. 5 en 168 sauer 1050 — 6,2 
wi a 164 dgl. 1047 — 6,4 
as. . thw 180 dgl. 1051 _ 6,9 
» ._1 . 198 dgl. 1042 _ 5,2 
a. ~~ | 170 dgl. 1049 — 5,8 
1.Mai | 10 ,, 174 dgl. 1047 — 4,9 
Be gg 10 subeutan}| 252 dgl. 10383 _ 6,0 
‘. ~~ 278 dgl. 1030 _ 6,1 
i. ~ 182 dgl. 1040 _ _ 























Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, trat wieder keine . 
Spur von Urokaninsiure trotz der enormen Imidazolmilchsiure- 
gabe von 106 g im Harn auf. Somit ist es héchstwahrschein- 
lich, daB im Hundeorganismus Urokaninsiure nicht auf dem 
Wege iiber 1-Imidazolmilchsdiure gebildet wird. 


Zusammenfassung. 


1. Auch bei groBen Imidazolmilchsiuregaben, sei es sub- 
cutan oder per os, scheidet der Hund keine Spur von Uro- 
kaninsiure aus, was dafiir spricht, daB letztere aus Histidin 
nicht auf dem Wege iiber die dementsprechende Alkoholsdure 
gebildet wird. 

2. l-Imidazolmilchsiure wird zum Teil wieder unverindert 
im Harn ausgeschieden, wenn dem Hunde eine Menge von 
10—12 g pro Tag gegeben wird. In diesem Fall wurden 
etwa 50—60°/, der verabreichten Saiure wieder aufgefunden. 























Beitrige zur Kenntnis der Kynurensdurebildung 
im Tierkérper. 
Von 


Z. Matsuoka, 8. Takemura und N. Yoshimatsu. 


cescawromeencunnsininctith itty 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Dezember 1924.) 


& 








Matsuoka und Takemura?) haben mit Sicherheit nach- 
gewiesen, daB die itiberlebende Leber des Hundes sowohl 
|-Tryptophan als auch Indolbrenztraubensiure in Kynuren- 
siure iiberzufiihren vermag. Aus dem dabei gefundenen 
Quantitétsverhiltnis ist zu ersehen, da diese letztere Saure 
aus 1-Tryptophan wahrscheinlich auch auf dem Wege iiber 


: Indolbrenztraubensadure entsteht. 


Nach den bisherigen Studien, besonders des hiesigen 
Institutes iiber den Abbau der Aminosiuren, l4Bt sich nicht 
mehr bezweifeln, daB die Aminosduren, allgemein gesprochen, 
mégen sie nun in den Organismus eingefiihrt oder erst dort 
aus Eiwei8 gebildet sein, zunichst desaminiert und danach 
langsam stufenweise dissimiliert werden. Als Anfangsstadien 
dieser Entwicklung werden die entsprechenden Keton-, Alkohol- 
und «#,@-ungesittigten Siuren angesehen. 

Im Zusammenhang mit dieser Betrachtung ist vor allem 
die Tatsache von Interesse, dab die aromatischen Aminosduren, 
Tyrosin und Phenylalanin, in den Reticuloendothelien unter 
Bildung der entsprechenden Ketonsiuren oxydiert, in den 
Parenchymzellen aber unter Bildung der entsprechenden 
Alkoholséuren hydrolytisch?) desaminiert werden. Der erstere 

1) Z. Matsuoka u. 8. Takemura, Jl. of Biochem. (Japan) Bd. 1, 
8.175 (1922). 

*) Y. Kotake, Y.Masai u. Y. Mori, Diese Zs. Bd. 122, 8S. 211 


u. 220 (1922) und J. Kotake, Mitt. d. Med. Gesellsch. zu Osaka Bd. 19, 
S. 1187 (1920), 
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Proze8 geht symmetrisch vor sich, d.h. die beiden Antipoden 
der genannten Aminosiuren werden in die entsprechenden 
Ketonsiuren umgewandelt; der letztere jedoch asymmetrisch, 
d. h. es wird dabei nur die natirliche Modifikation angegriffen, 

Wie bereits bekannt, geht l-Tryptophan im Tierkérper 
in Kynurensiure iiber, wenn es reichlich als solches in den 
Organismus eingefiihrt wird. Uns beschiftigte hauptsichlich 
bei Wiirdigung dieser Sachlage die Frage, ob an dem ge- 
nannten Vorgange sich nur1-Tryptophan, oder ob auch d-Trypto- 
fhan sich daran beteiligen kann. Da uns aber zu diesem 
Zwecke d-Tryptophan nicht zur Verfiigung stand, haben wir 
versucht, dieses Problem mit Hilfe von d,l-Tryptophan zu lésen. 
AuBerdem waren wir bestrebt, das Verhalten des 1-Tryptophans 
im vital gefirbten Tiere zu studieren. 


Experimentelles. 
1. Verhalten des 1-Tryptophans im vital gefarbten Tiere. 
Als Versuchsobjekt diente das Kaninchen, an dem in der 
Weise die Carminvitalfirbung vorgenommen wurde, daS ihm 

















Tabelle 1. 

K6rper- Harn 
Datum gewicht Injizierte Substanz |}, enge | peaktion | ynuren- 

még in com Hon siure ing 
22. Sept.| 2265 ses _ = 
28. 2270 |1-Tryptophan:0,5g} 200 | alkalisch 
mY 2240 — | 215 . 0,1710 
25. 45 2240 |1-Tryptophan:0,5g] 185 . 2 — 
s , 22.45 ee 170 e 0,1320 
i | 2250 as 190 . a 
28. ,, 2240 = 160 a = 
ms 2270 — 150 ‘ _ 
ae 2250 Carminlés.: 7 cem 160 ss ~- 
1.Okt. | 2285 ‘ atl 185 2 “ 
“2 2230 0 .. 170 : “ 
Gc 2200 f 04 200 ‘ = 
eee 2195 fe . 190 . — 
.. 2210 \ ae 150 - — 
wn 9 to tera 0,5 as ” a 
T. 4 2225 — 165 0,1235 
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eine Lésung aus 4 g Carmin in 100 ccm 2°/, igem Natrium- 
carbonat intravenéds eingespritzt wurde. Die Kynurensiure- 
pestimmung erfolgte nach der Vorschrift von Jaffé, der die 


| genaunte Saéure aus dem Alkoholextrakt des Harns mittels 


Schwefelsiure nach vorheriger Uberschichtung mit Ather gewinnt. 


Versuch 1. 


Kin Tier von 2265 g Kérpergewicht erhielt zweimal 
l-Tryptophan subcutan, dann 7 Tage hintereinander die oben 
erérterte Carminlésung und schlieBlich eine nochmalige Trypto- 


| phangabe. Im 24-Stundenharn nach jeder Tryptophaninjektion 


wurde Kynurensiure quantitativ bestimmt. 

Wie die Sektion zeigte, beruhte die intensive Farbung 
des Kaninchens auf einer Speicherung des Carmins in den 
sogenannten Histiocyten. Auch die Leberzellen nahbmen etwas 
Farbstoff auf. 

















Versuch 2. 
Analog 1. Kérpergewicht 2270 g. 
Tabelle 2. 
| Kérper- Harn 
Datum gewicht Injizierte Substanz Menge ion | Kynuren- 
mg in ccm Resk siure in g 

20. Sept.| 2270 — 148 alkalisch — 
, : 2260 |1-Tryptophan:0,5g¢} 120 ” — 
ae 2270 wast 145 ‘ 0,088 
ae 2260 Bt 100 _ ~ 
24. ,, 2265 Carminlés.: 5 cem 135 ” _ 
a0. 4, 2290 ” . ; 105 ” aes 
26. ,, 2260 s . 185 . “A 
27. rT) 2315 ” 6 ?? 15 +P) ta 
28, ” 2285 9 7 ”? 195 79 ng 
%. | 2300 a oe 140 % ~ 
q eis 

0. F ae | re tones Oke 175 a 
1.Okt. | 2260 | Carminlés.: 8Scem| 140 .9 0,075 
&.-~ 2280 e a 135 ” ~ 
- 6 a 

> aree eres ae i: 
i. 2115 a 138 ‘ 0,064 
5 2090 _ 100 ” _ 
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Besonders die Sternzellen der Leber waren bei der 
Autopsie intensiv mit Karmin gefiarbt. 
Versuch 38. 
Analog 1. Kérpergewicht 2710 g. 
Tabelle 3. 
Kérper- Harn 
D ° ee o 
atum gewicht Injizierte Substanz |"), ge | Reaktion | Kynuren: 
ms in ecm siure ing 
22. Okt. | 2710 _ — — oe 
s. - 2715 — 145 alkalisch ~~ 
24. ,, 2700 | 1-Tryptophan: 0,5¢ 160 ts _ 
25. ,, 2710 — 170 fe 0,2615 
s . 2690 fe 220 e ae 
a 2705 _ 205 ie a 
ae 2670 |1-Tryptophan: 0,5¢ 135 . a 
oe 2740 — 200 m 0,2682 
30. ,, 2670 no 200 . _ 
1... 2665 <i 175 = i 
1. Nov. | 2660 Carminlés.: 7 ecm 205 * —_ 
. 2655 hs 7 150 - — 
“ae 2685 . ie 155 ee a 
ae 2660 . 300 5 = 
ha, 2675 :. 300 “ _ 
eee 2680 - s. 170 . ae 
y 
> | 7 Tee kedtat | | 
Rg 2440 Carminlés.: 6 cem 125 “ 0,2734 
a ys 2460 - os 170 “s _ 
6 
a 2500 {etry Ztoph oh rf 100 . on 
> ae 2325 — 180 sauer 1,0792 
a. ~ 2235 -— 120 ¥s 0,4010 
Versuch 4. 


Analog den vorhergehenden Versuchen, nur mit dem 
Unterschiede, daB die Carminmenge griéBer war. 


gewicht 2200 g. 


K6rper- 
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Tabelle 4, 
Datum K6érper- | Carmin- | 1-Tryptophan|] Kynuren- 
gewicht in g | lésungin ecm in g sdure in g 
17. Aug. 2200 — 0,5 ae 
18. » 2100 ~~ — 0,1302 
10. ; 2100 _ — _ 
20. , 2100 _ 0,5 _ 
a | 2100 5 ie 0,1316 
ee 2100 7 — — 
ao. 2100 10 ae _ 
.. 2100 10 — — 
aga 2100 10 ss ame 
26. ;, 2100 10 — ia 
7. » 2000 13 — al 
28. 5 2050 15 fe = 
“a. _ 2040 15 -— - 
90. 2050 15 - ~ 
es 2000 sore eae me 
1. Sept. 2000 _ 0,5 “a 
ee 1850 ~ - 0,105 














Die Farbung war intensiv. Auch die Leberzellen hatten 
mehr oder weniger Carmin gespeichert. 


2. Verhalten des d,l-Tryptophans im Kaninchen. 


Wenn man die zahlreichen Arbeiten, die von Prof. Kotake 
und seinen Schiilern') publiziert worden sind, zusammenfassend 
betrachtet, so kann man mit Recht behaupten, daB die nicht 
physiologisch im tierischen Organismus vorkommenden Amino- 
siuren sich oft ganz anders verhalten als die physiologischen 
stets vorhandenen, Im Zusammenhang mit dieser Auffassung 
haben wir untersucht, in welchem Mafe d,]-Tryptophan im 
Tierkérper in Kynurensiure umgewandelt wird. 

d,l-Tryptophan?) wurde durch Racemisierung des 1-Trypto- 
phans dargestellt und zwar auf folgende Weise: 





1) Y. Kotake u. seine Schiiler, Diese Zs. Bd. 122, S. 166—244 (1922), 
*) M. Tsuji, Acta scholae medicinalis, Kioto, Bd. 1, Fase. 4, 8, 489 
(1917). 
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10 g 1-Tryptophan wurden im Autoklaven mit 100 ccm 
Barytwasser (Baryt: 40 g) 6 Stunden lang bei 170° C erhitzt, 
Die Ausbeute betrug 95°/,. Um das Priparat rein darzustellen, 


wurde es mit Hilfe von 50°/,igem Alkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 264—266° C. 


Versuch 1. 


Ein Kaninchen von 2150 g Koérpergewicht erhielt zweimal 
1-Tryptophan, zweimal d,l-Tryptophan und zum Schlu8 zweimal 
1-Tryptophan subcutan. Die Kynurensaurebestimmung wurde 
taglich am 24-Stundenharn vorgenommen. 
































Tabelle 5. 

Kérper- Harn 
Datum gewicht Injizierte Substanz Menge Reaktion | RYU" es 

m § in ecm gaure in g 
25. Juni 2150 — 135 alkalisch — 
8. 4 2170 |1-Tryptophan:0,5g} 145 — 
7. .. 2150 _ 170 0,1054: 
8. Juli | 2150 — 180 _ 
Sw 2150 | 1-Tryptophan: 0,5 ¢ 210 me “ 
ae 2150 “e 280 0,1108 
“We 2150 ae 250 > os 
. ore 2150 | d,l-Tryptoph.: 0,5¢ 170 ¥ — 
i. 2150 si 210 ss 0,0280 
i. 2150 — 220 . _ 
om 2150 j|d,l-Tryptoph.:0,5g¢] 200 . — 
ae 2150 —_ 230 0,0150 
in. » 2300 |1-Tryptophan:0,5g¢] 210 ‘ _ 
“um 2350 |1-Tryptophan:0,5g} 280 ; 0,0771 
eo 2350 — 185 . 0,0876 

Versuch 2. 


Ahnlich wie 1. Kérpergewicht 2250 g. 
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ccm | Tabelle 6. 
itzt, ne cememtetime  n no mi e e ee 
len, K6rper- Harn 
i icht | Injizierte Substanz 
lert, Datum —. J NS) M eng 5° ecWe Kynuren- 
siure in g 
2.Aug.| 2250 — 160 alkalisch _ 
3 2300 |1-Tryptophan:0,5g] 200 : - 
iy 2200 _ 285 J 0,2678 
mal : ee 2250 — 210 ” — 
a ae 2250 Ba 180 a — 
t . 2250 = 220 . ~~ 
rde Bg 2250 |\-Tryptophan:0,5g] 195 on 
. & 2300 oe 210 = 0,1874 
6.) 2250 sis 180 sie 
ee 2300 sos 210 . ae 
18; 2300 ie 200 : me 
cn i. 3 2300 |4d,l-Tryptoph.:0,5g¢] 190 — 
ia 2300 ~ 250 s 0,0280 
_ 16, s 2300 one 185 ° ” aie 
ren- BE 20. _,, 2300 oi 215 : _ 
me 91. ,, 2300 |d,l-Tryptoph.:0,5g] 195 ‘a - 
2385 wn 249 ‘ 0,0270 
ud Zusammenfassung. 


| 1. Die Kynurensiurebildung aus 1-Tryptophan wird beim 
8  Kaninchen durch die Carminvitalfarbung nicht beeinfluBt. 

2. Die Kynurensiurebildung aus d,l-Tryptophan ist beim 
Kaninchen im Vergleich zu der aus l-Tryptophan viel geringer. 
Vielleicht geht dabei d-Tryptophan gar nicht in Kynuren- 
siure tiber. 
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Uber eine neue Substanz, 
die aus Tryptophan im Tierkérper gebildet wird. 
Von 


Z. Matsuoka und N. Yoshimatsu. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Dezember 1924.) 








Wenn man einem Tier reichlich Tryptophan parentral 
einverleibt, so treten im Harn keine Indolderivate, sondern 
ein Chinolinabkémmling, nimlich Kynurensiure, auf, die unserer | 
Meinung nach wahrscheinlich aus dem nicht benutzten Trypto- | 
phananteil gebildet wird. 

Der Mechanismus der Kynurensiurebildung aus Tryptophan }} 
ist noch nicht ganz klar. Natiirlich miissen hierbei ganz | 
komplizierte chemische Verinderungen vor sich gehen. Wir | 
wissen davon, wie Matsuoka mit Ellinger und Takemura’) | 
gezeigt hat, nur so viel, daB der ProzeB héchstwahrscheinlich | 
iiber eine Ketonsiure, und zwar Indolbrenztraubensiure, verliuft. | 

AuBer Kynurenséure ist bisher keine Substanz gefunden 
worden, die direkt aus Tryptophan in den Geweben entstebt. 

Kotake, Matsuoka und Okagawa?) haben im Harn 
des Kaninchens, das 1-Tyrosin erhielt, Oxyphenylbrenztrauber- 
siure und Oxyphenylmilchsiure nachgewiesen, und neuerdings 
ist es Kotake und Konishi‘) gelungen, aus dem Harn des 





1) A. Ellinger u. Z, Matsuoka, Diese Zs, Bd. 109, S. 259 (1920). 
— Z. Matsuoka u. 8. Takemura, Jl. of Biochem. Bd. 1, S. 175 (1922). 

*) Y. Kotake, Z. Matsuoka u. M, Okagawa, Diese Zs. Bd. 122, 
S. 166 (1922.) 


*) Y. Kotake u. M. Konishi, Diese Zs. Bd. 122, S. 280 (1922). 
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) Hundes, der |-Histidin bekam, Imidazolakrylsiure (= Urokanin- 


siure) zu isolieren. 

Derartige Saéuren sind wir aber nur in den Fallen imstande, 
aufzufinden, in welchen die entsprechenden Aminosauren einem 
Tier in groBer Menge gegeben werden. 

Uns lag vor allem daran zu priifen, ob es gelingt, durch 
Kinfihrung einer groBen Menge Tryptophan beim Kaninchen 
irgendeine Substanz zu finden, die mit dem Tryptophan in 
direktem Zusammenhang steht. ‘Tryptophan wurde _hierbei 
immer subcutan gegeben, um jegliche Verinderung der Ver- 
bindung im Tractus intestinalis auszuschlieBen. Dabei gliickte 
es uns, eine neue Substanz zu entdecken, die im Harn mit 
Kynurensaéure zusammen ausgeschieden wurde. Sie ist, wie zu 
erwarten war, kein dem Tryptophan nahestehendes Spaltungs- 
produkt, wie etwa durch Desaminierung direkt aus letzterem 
entstehen kénnte, sondern eine héchst verwickelte Verbindung. 
So viel ist jedenfalls sicher, daB die neue Substanz bisher weder 


| biologisch noch synthetisch dargestellt worden war. 


Experimentelles. 


Die Darstellung des Tryptophans fiir die Untersuchung 
erfolgte nach der Methode von Hopkins und Cole?) aus den 
Verdauungsprodukten des Fibrins durch Fillung mittels Queck- 
silbersulfats. Die Aminosiure wurde vor dem Gebrauch durch 
wiederholtes Umkrystallisieren véllig gereinigt. Sie farbte sich 
bei einer Temperatur von ungefaihr 240°C und schmolz bei 
264—265° C. 


Versuch 1. 


Kinem Kaninchen von 2600 g Kérpergewicht wurden 4 Tage 
lang jeden Tag 4g Tryptophan subcutan eingespritzt. Zu 
diesem Zweck wurde das Tryptophan in einer Reibschale gut 
verrieben, in 10—20 ccm Wasser so fein suspendiert, daB die 
Substanz die Injektionskaniile leicht passieren konnte. Der unter 





1) F.G. Hopkins u. §. W. Cole, Jl. of Physiol. Bd. 27, 8, 418 
(1902); Bd. 29, S. 451 (1908). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXLIII. 14 
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Hintanhaltung von Faulnisvorgingen gesammelte 24-Stunden- 
harn wurde mit 25°/,iger Schwefelsiure angesiuert, mit etwas 
Ather tiberschichtet und einige Tage in der ‘Kalte stehen ge. 
lassen. Dabei fiel die Kynurensiure gréBtenteils unmittelbar 
nach dem Ansiauern aus. Am nachsten Tage trat aber auBerdem 
noch eine in makroskopisch sichtbaren Nadeln auskrystalli- 
sierende Substanz auf, die sich .schlieBlich zu Biischeln auf 
dem Kynurensaureniederschlag oder unter der Atherdecke ver- 
dichtete. 

Nach einer Wartezeit von einigen Tagen brachten wir die 
neu gefundenen Krystalle mit dem Kynurensiureniederschlag 
zusammen auf ein Filter und saugten vorsichtig. Da die 
erstere Substanz in heiBem Wasser leicht léslich war, konnten 
wir sie durch UbergieBen mit solchem ohne Schwierigkeit von 
der Kynurensiure trennen. Beim Erkalten des Filtrats traten 
allmihlich wieder die fast farblosen Nadeln auf, die dann ge- 
trocknet und gewogen wurden. 

Die auf dem Filter ungelést zuriickgebliebene rohe Kynuren- 
siure wurde wie iiblich in verdiinmntem Ammoniak gelést, von 
den léslichen Verunreinigungen durch Filtrieren getrennt, mit 
Schwefelsiure versetzt, wobei sich Kynurensiure krystallinisch 
abschied, nach 1 tigigem Stehenlassen abfiltriert, getrocknet und 
gewogen. Siehe Tab. 1. 






































Tabelle 1. 
Harn 
Ver- ? 
K6rper- Neue 
; breichtes Kynuren- 
Datum ht} * ee yu Substanz 
pry Tryptophan Menge Reaktion|  siiure (als 
g in g = oom in g Sulfat) 
in g 
27. Jan.| 2600 — _ —_ — — 
28. ,, | 2600 4 166 |alkalisch| — te 
29. ,, | 2660 4 90 sauer | 0,8122 | 1,1441 
30. ., | 2650 4 170 dgl. 1,1080 | 0,7481 
31. ,, | 2550 4 125 dgl. 1,2172 | 1,0787 
1.Feb.| 2420 os 2 dgl. jvorhanden; (+) 
(i. d. Blase) 
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Versuch 2. 


Ein Kaninchen von 3100 g Kérpergewicht erhielt 5 Tage 
lang taglich 4g und danach 2 Tage lang taglich 5 g1-Tryptophan. 
Da bereits am Tage nach der ersten Injektion eine deutliche 
Gewichtsabnahme des Tieres zu konstatieren war, gaben wir 
vom dritten an taglich einmal unmittelbar nach der Einspritzung 
1—2 g in Wasser geléstes Natriumcarbonat mittels Magen- 
sonde. Das Tier erholte sich darauf rasch und bekam guten 
Appetit. Dessenungeachtet fiel das K6rpergewicht wahrend 
der Dauer des Versuchs tiglich etwas ab. 

Der 24-Stundenharn nach jeder Injektion wie oben be- 
handelt. Die Resultate sind in Tab. 2 zusammengefaft. 



































Tabelle 2. 
Harn 

Kérper- ier Neue 
Datum | gewicht gegebenes Menge Kynuren- | Substanz 

tm Tryptophan] ;, cem | Reaktion| siure (als 

8 ‘i Sulfat) 

g in g , 

in g 

23.Jan.j| 3100 4 — — — -— 
ae 2600 4 170 sauer 1,6210 0,6446 
25. ,, | 2200 4 110 dgl. 1,7534 | 1,1766 
26. ,, | 2200 4 90 | neutral | 1,2918 | 1,1178 

schwach 

27. ,, | 2150 4 180 | atkalisch | 45298 | 1,5486 
28. ,, | 2140 5 150 alkalisch| 1,2244 1,3050 
29. ,, | 2100 5 140 dgl. 1,1674 | 2,0984 
80. ,, | 2060 oy 240 dgl. 1,0870 | 1,2602 

31. ,, | 2050 “i 190 dgl. 0,0782 ons 


Analyse der Substanz. 


Um die Zusammensetzung der von uns isolierten Substanz 
zu ermitteln, lésten wir sie nochmals in heiBem Wasser, ent- 
farbten mit Tierkohle und filtrierten warm. Aus dem Filtrat 
fielen beim Erkalten weiBe nadelférmige Krystalle aus. 

Die Verbindung farbt sich beim Erhitzen bei ungefaihr 


170°C und schmolz bei 190°C. Sie stellt ein Sulfat dar, 
14* 
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das in geléstem Zustand bei Zusatz von Chlorbariumlésung 
einen Niederschlag von Bariumsulfat erzeugt. 


0,2884 g Sulfat verbrauchten nach Kjeldahl 16,3 cem n/10-Schwefel- 
siiure. 


N 7,91%, 

Dann lésten wir 1 g des Sulfats in warmem Wasser, 
fallten quantitativ mit Barytwasser, filtrierten vom Bariumsulfat 
ab und konzentrierten die Lisung im Vakuum iiber Schwefel- 
siure, wobei sich gelbliche, sechsseitige Tafeln abschieden. 
Diese Substanz, die sich mithelos aus 50°/,igem Alkohol um- 
krystallisieren lieB, farbte sich bei ungefahr 170°C und schmolz 
bei 195—196° C. 

Die Analyse fihrte zu folgenden Zahlen: 


I. 0,2598 g Substanz gaben 0,5886 g CO, und 0,1872 g H,0O. 


IT. 0,1696 g ‘ » 0,8524g CO, und 0,0773 g H,O. 
III. 0,2156 g s verbrauchten nach Kjeldahl 15,3 cem n/10- 
Schwefelsiure. 


Fir (C,,H,,N,0O,) Ber. 56,09°/,C  5,07%, H 10,079, N 
Gef. I. 56,02%, C 5,379, H 
Luna. him, 
Ill. 9,94 N 


Die Konstitutionsermittlung ist jetzt im Gang. 











Uber den EinfluB des optischen Drehungsvermégens 
- (oder der Konfiguration) auf die Zellpermeabilitat. 


Von 


M. Okagawa. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Dezember 1924.) 








In Gemeinschaft mit Prof. Y. Kotake*) habe ich friher 
dariiber berichtet, daB die Permeabilitaitsverhaltnisse des Kanin- 
chenblutkérperchens gegeniiber Oxyphenylmilchsiure durch ihr 
Drehungsvermégen (Konfiguration) beeinfluBt werden. Die 
d,l-Modifikation drang dabei im Gegensatz zur ]-Form in die 
Erythrocyten fast gar nicht ein. 

Neuerdings ist es Kotake und Konishi?) gelungen, nach- 
zuweisen, daB Urokaninsaéure, deren Bildungsweise im Tier- 
kérper bis heute noch nicht vdéllig geklart worden war, aus 
Histidin durch seine Desaminierung in den Geweben ent- 
steht. 

Interessanterweise geht d-Histidin*) dabei gar nicht in 
Urokaninsiure iiber, trotzdem es im Organismus gut dissimi- 
liert wird; d,l-Histidin wird nur in geringer Menge, und zwar 
im Vergleich mit |-Histidin im Verhaltnis von 1 zu 3, in die 
genannte Siure umgewandelt. Es la8t sich daher vermuten, 
daB die Permeabilitaétsverhiltnisse dabei eine Rolle spielen. 





1) Y.Kotake u. M. Okagawa, Jl. of Biochem. Bd. 1, 8. 159 (1922). 
*) Y. Kotake u. M. Konishi, Diese Zs. Bd. 122, 8. 232 (1922). 
*) M. Konishi, a. a. O. | 
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Ich beschaftigte mich auf Veranlassung von Herrn Prof. 
Kotake, vor allem mit der Frage, wie weit die optischen 
Eigenschaften des Histidins die Durchlissigkeit des Kaninchen- 
blutkérperchens beeinflussen. 


Experimentelles, 


Die Darstellung des 1-Histidins erfolgte nach Frankel), 
Pauly und Knoop durch Hydrolyse von defibriniertem Rinder- 
blut. Seine spezifische Drehung betrug 39,2°. d,l-Histidin 
wurde durch Racemisierung von 1-Histidin mittels Barytwassers 
dargestellt. Es erwies sich als ganz inaktiv. d-Histidin, das 
aus d,l-Histidin durch Zerlegung in seine optische Antipoden 
mittels Weinsiure gewonnen worden war, zeigte Rechtsdrehung 
und zwar war seine spezifische Drehung ebenso stark wie die 
des 1-Histidins, 

Histidinnachweis. 

Zum Nachweis des Histidins wurde die Ehrlichsche Di- 
azoreaktion benutzt, die nach Ehrlich und Burian bei 
Histidin noch in einer Verdtiinnung von '/,599, positiv aus- 
falit. Die Ausfiihrung der Reaktion geschah ganz genau nach 
der Vorschrift von Ehrlich. Die dabei entstandene rote. 
Farbung wurde nach 20 Minuten im Dubosgqschen Kalori- 
meter verglichen. 

Ich habe durch meine Untersuchungen bestitigen kénnen, 
daB alle Modifikationen des Histidins in verdiinnten Lisungen 
von gleich starker Konzentration immer gleich starke Farben- 
intensitéten zeigen, wenn man sich bei Ausfiihrung der Reaktion 
streng an die Vorschrift halt. Es wurde gefunden, daB aber 
trotzdem die Farbenintensitit der Reaktion nicht vdllig mit 
der Konzentration des Substrates parallel verlauft. Dafiir sei 
als Beispiel ein Protokoll angefiihrt. (Tabelle der folgenden Seite.) 

DaB d- und |-Histidin ganz die gleiche Léslichkeit (nicht 
aber d,1-Histidin!) haben und ihre Lisungen bei gleicher Kon- 
zentration gleiche Oberflichenspannung besitzen, geht aus den 
auf folgender Seite angefiihrten Versuchen hervor: 





1) §. Friinkel, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 24, S. 229 (1908). 
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Drehungs- Konzentration Farbenintensitit 
vermdgen Tay : 
des Histidins des Histidins der Reaktion 

1: 5000 1,00 

1: 10000 0,64 

d, 1 : 1: 20 000 0,49 
1: 40000 0,33 

1:80 000 0,20 

1: 5000 1,00 

1: 10000 0,65 
] ‘ 1: 20000 0,49 
1: 40000 0,32 

1: 80000 0,28 

1: 5000 1,00 

1: 10000 0,63 

a 4 1: 20000 0,48 
1: 40 000 0,83 

1: 80000 0,21 








Die Léslichkeit wurde bei 20° C Zimmertemperatur unter- 
sucht. Dabei enthielten je 5 ccm gesittigte, waiBrige Histidin- 
lésung 


l-Histidin . . ... . . . 0,0818 g Histidin 
wae ee te ee 
Crumeem. 8°. 8. ON aie 


Die Oberflachenspannung wurde nach der Tropfenmethode 
mittels des Traubeschen Stalagmometers in 2°/,iger Liésung 
bei 22,59 C Zimmertemperatur ermittelt. 


FRM eee eS eee Thee 

Bifelidian . ices wk. ee 

djl-Histidin . 20°, 2° (OBO; 
Permeabilitatsversuche. 


Einige Vorprifungen. 

a) l- und d-Histidin wurden in je 5000ccm Wasser gelést, 
mit Natriumcarbonat bis zu schwach alkalischer Reaktion ver- 
setzt und 4 Stunden lang im Brutofen stehen gelassen, ohne 
daB sich dabei die Farbenintensitat bei Anstellung der Diazo- 
reaktion anderte. 
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b) Derselbe Versuch wurde auch mit Kaninchenserum mit 
demselben Resultat ausgefiihrt, so daB also d- und 1-Histidin 
im Serum ganz unverindert bleiben. 

c) Die mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen 
Kaninchenerythrocyten wurden mit dem doppelten Volumen 
physiologischer Kochsalzlésung versetzt und 4 Stunden lang 
im Brutofen aufbewahrt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die 
Flissigkeit durch Zentrifugieren von den Blutkérperchen ge- 
trennt, und mit ihr die Diazoreaktion ausgefiihrt. Sie fiel 
negativ aus, was beweist, da8 dabei keine diazopositive Substanz 
in nachweisbarer Menge aus den Blutkérperchen in die Fliissig- 
keit tibergeht. 


Versuch 1. 


Zu diesem Zweck wurden die mit physiologischer Koch- 
salzlésung gut gewaschenen Kaninchenerythrocyten in physio- 
logischer Kochsalzlésung suspendiert, in welcher eine bestimmte 
Menge d- bzw. 1-Histidin und Natriumcarbonat sich befand, 
und im Brutofen 2—4 Stunden unter mehrmaligem leichten 
Umschwenken stehen gelassen. Die Flissigkeit wurde dann 
durch Zentrifugieren von den Blutkérperchen getrennt und mit 
einer festgesetzten Quantitit die oben erwahnte Diazoreaktion 
ausgefibrt. Die Millonsche Probe war dabei negativ. Die 
Farbe wurde jedesmal auf ihre Intensitaét colorimetrisch unter- 
sucht. In der folgenden Tabelle sind die Resultate, die relative 
Werte der Reaktionsintensitit zeigen, zusammengestellt. 














Versuchs- | Histidinlésung Erythro- Zeit Farbeninten- 
: (1:5000) | Drehung] cyten : sitit 
reihe in ccm in cem | 2 Std. | ger Reaktion 
I 8 1 4 4 1,00 
8 d 4 4 1,40 
I 8 1 4 8 1,00 
8 d 4 3 1,37 
Il 6 1 3 8 1,00 
6 d 8 8 1,34 
IV 8 1 4 2 1,00 
8 d 4 2 1,38 
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Aus der Tabelle ersieht man, dab die Konzentration des 
]-Histidins in der Kochsalzlésung durch das Zusammenbringen 
mit den Erythrocyten erheblich abnimmt, wihrend die des 
d-Histidins dabei nur wenig verindert wird. 

Der zwischen l- und d-Histidin beobachtete Unterschied 
kénnte dadurch herbeigefiihrt sein, daB 1-Histidin entweder in 
den Blutkérperchen leichter zersetzt oder von ihren Ober- 
flichen stirker absorbiert wird, oder leichter in die Erythro- 
cyten einzudringen vermag als d-Histidin. Zur Unterscheidung 
dieser Probleme sollten folgende Versuche dienen. 


Versuch 2. 


Analog Versuch 1. Da bei diesem Versuch zu _ ver- 
schiedenen Zeiten die Ehrlichsche Reaktion gepriift werden 
sollte, wurden’ je 2—3 Proben mit d- bzw. 1-Histidin angesetzt. 





= 











Versuchs- | i8tidinlésung Erythro- Zeit Farbeninten- 
: (1 : 5000) Drehung | cyten : sitat 
reihe in ccm in cem | ™ Stdn. der Reaktion 
I ~ l 4 2 1,00 
~ d 4 2 1,40 
. ] 4 8 1,00 
8 d 4 3 1,88 
~ l 4 1 1,00 
4 d 4 1 1,20 
Il 8 l 4 2 1,00 
5 d 4 2 1,40 
8 ] 4 8 1,00 
~ d 4 4 1,40 

















Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, zeigte sich bereits 
1 Stunde nach Zusammenbringen der Lésung mit dem Erythro- 
cyten, ein erheblicher Konzentrationsunterschied in den Proben 
mit l- und d-Histidin, der nach 1 Stunde noch zugunsten von 
d-Histidin zunahm; nach einer weiteren Stunde war jedoch 
die Farbenintensitaét konstant geblieben. 

Das Resultat spricht dafir, daB 1-Histidin in den Blut- 
kérperchen in der kurzen Zeit von 3 Stunden nicht starker 
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zersetzt wird als das d-Histidin, weil sonst, wenn das der Fall 
ware, die relative Reaktionsintensitét kein Gleichgewicht er. 
reichen kénnte, sondern sich im Laufe der gegebenen Frist 


indern miiBte. Somit kann man die oben erwahnte erste Mig. 
lichkeit mit Recht ausschlieBen. 


Versuch 38. 


Analog Versuch 1. AnschlieBend daran wurde jede Probe 
wiederholt mit Kochsalzlésung so lange mit Hilfe der Zentri- 
fuge gewaschen, bis sie keine Diazoreaktion mehr gab. Die 
so ausgelaugten Blutkérperchen wurden dann zum zweiten 
Male mit Kochsalzlésung beschickt, und nochmals dem Brut- 
ofen ausgesetzt. Nach 11/, Stunden zeigte die von den Blut-— 
kérperchen getrennte Kochsalzlésung wieder eine positive Diazo- 
probe. Die Reaktion fiel aber gerade im Gegensatz zu Ver- 
such 2 bei 1-Histidin viel stirker aus als bei d-Histidin. Die 
Millonsche Probe war jedesmal negativ. 























Drehung Aus- Zweite zuge- Farbeninten- 

Versuchsreihe sap ater Soe rordlen-od eg 
zugesetzten |Erythrocyten| salzlésung der Reaktion 

Histidins in ccm in ecm 

I ] 4 5 1,00 

d 4 5 0,78 

d 3 5 0,81 

ll ] 3 6 1,00 

d 3 6 0,60 














Diese eben erhaltenen Ergebnisse lassen die zweite Mig- 
lichkeit, naémlich Adsorption des Histidins durch die Ober- 
flichen ziemlich unwahrscheinlich erscheinen, wenn man auch 
nach der ersten Phase des Vorganges eine solche Beziehung 
nicht ganz ausschlieBen kann. — 

Jedenfalls kann man auf Grund der vorliegenden Unter- 
suchungen jetzt mit einiger Sicherheit annehmen, daB von den 
optisch aktiven Histidinmodifikationen die 1-Form viel leichter 











Einflu8 des optischen Drehungsvermégens auf die Zellpermeabilitit. 217 


S als die d-Form in die Kaninchenerythrocyten einzudringen 


vermag. 
Eins steht auf alle Falle nach dieser Arbeit fest, daB 


Beziehungen zwischen Permeabilitét von tierischen Zellen und 
optisches Drehungsvermégen einer Substanz existieren. 


Nachtrag. 
Bei unseren friiheren Untersuchungen mit Oxyphenylmilch- 


| siure waren nur die Beziehungen beriicksichtigt worden, die 

aus dem Eintritt der Substanz in die Blutkérperchen resul- 
 tierten. 
+ Austritt erginzt werden. 


Hier in diesem Versuch sollen sie durch solche beim 


Blutkérperchen von Kaninchen wurden wiederholt mit 


| physiologischer Kochsalzlésung so lange gewaschen, bis die 


Millonsche Reaktion negativ war, dann in schwach alkalischer 
physiologischer Kochsalzlésung geléste d,l- bzw. 1-Oxyphenyl- 


' milchsiure zugesetzt, 3 Stunden im Brutofen stehen gelassen, 


die Blutkérperchen wiederum mit Kochsalzlésung gewaschen, 
bis die Waschflissigkeit keine Millonsche Reaktion mehr gab. 
Dem so bereiteten Blutkérperchenbrei wurde nun von neuem 
Kochsalzlésung zugefiigt. Nach 1 Stunde im Brutofen Be- 
handlung analog wie vorher. 


A. Eintrittsversuch. 












































Oxyphenylmilch- : : 
siure (1 : 2000) Drehung easier i ile 
eh eit in ccm der Reaktion 
6 l 8 1,00 
6 d,l 3 3 : 1,35 
‘B. Austrittsversuch. 
Drehung A h Zum zweiten 
usgewaschene : oe 
der zugesetzten |p ryote Male ‘zugesetzte | Farbenintensitiit 
Oxyphenylmilch- f Kochsalzlésung der Reaktion 
siure wag iol in cem 
l 3 5 1,00 
d, 1 3 5 0,60 
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Uber die Einwirkung von Oidium lactis auf Tyrosin 
und seine Abkémmlinge. 


Von 


Y. Kotake, M. Chikano und K. Ichihara. 





{Aus dem me“izinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, Dezember 1924.) 








Die Angabe von F. Ehrlich und K. A. Jacobsen!) iiber 
die Desaminierung des 1-Tyrosins durch Oidium lactis ist be- 
sonders deswegen von hohem Interesse, weil trotz fast rein 
quantitativen Verlaufes die gebildete Alkoholsiure, Oxyphenyl- | 
milchsiure, im Gegensatz zu dem Ausgangsmaterial rechts- [ 
drehend war, waihrend Kotake?) bei phosphorvergifteten 
Hunden die 1-Modifikation fand. | 

DaB die dem natiirlichen 1-Tyrosin entsprechende Oxy- 
phenylmilchsiure die 1-Form ist, zeigt die Tatsache, daB bei 
Diazotierung des 1-Tyrosins immer ]-Oxyphenylmilchsiure ent- 
steht (Kotake).*) 

Die Hypothese, daB Oidium lactis als ein Zwischenprodukt 
eine inaktive Substanz wie Oxyphenylbrenztraubensiure pro- 
duziert, ist dabei vielleicht nicht ganz von der Hand zu 
weisen. Da wir nun seit iiber 10 Jahren in dieser Beziehung 
weitere Aufklarungen von den genannten Autoren vergeblich 
erwarteten, haben wir uns entschlossen, in unseren Laboratorien 
dem Problem niaher zu treten. 





) F. Ehrlich u. K. A. Jacobsen, Chem. Ber. Bd. 44, S. 888 (1911). 
*) Y. Kotake, Diese Zs. B. 65, 8. 897 (1910). 
*) Y. Kotake, a, a. O. 








a.) 
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Experimentelles, 


Das zu allen unseren Versuchen verwandte Oidium lactis 
stellte uns Prof. Osaki von der hiesigen technischen Hoch- 
schule liebenswiirdigerweise zur Verfiigung, wofiir wir ihm hier 
an dieser Stelle unseren allerverbindlichsten Dank aussprechen. 

Als Nahrfliissigkeit diente nach Ehrlich und Jacobsen’) 
eine Salzmischung, der ebenfalls stets Invertzuckersirup zu- 


§ gesetzt war. 


Die zu der Untersuchung benutzte Oxyphenylbrenztrauben- 
siure wurde nach den Vorschriften von O. Neubauer?) und 
Y. Kotake*) durch Kondensation von Oxybenzaldehyd und 
Hippursaéure gewonnen und zur Reinigung wiederholt mit heiBem 
Wasser umkrystallisiert. Sie schmolz bei ungefaihr 215° C., 


d,l-Oxyphenylmilchsiure wurde durch MReduktion von 
Oxyphenylbrenztraubensiure mit Natriumamalgam dargestellt. 
Ihre Zersetzung in ihre optischen Antipoden erfolgte nach der 
Vorschrift von Mori‘) mit Hilfe von Morphin. 

1-Tyrosin wurde aus Seide durch Hydrolyse erhalten, 
wobei bekanntlich zum kleinen Teil die entsprechende d,1-Ver- 
bindung mit auftritt. Die spezifische Drehung unseres Pri- 
parates betrug ungefihr — 12° 

d,l-Tyrosin wurde nach Tsuji) durch Racemisierung des 
|-Tyrosins mit Hilfe von Barytwasser bekommen. Das gereinigte 
Priparat zeigte keine Drehung. 

Das Kulturverfahren gestaltete sich nach Ehrlich und 
Jacobsen folgendermaBen: 

1 Liter Invertzuckersalzmischung wurde in einem 2 Liter 


 fassenden Kulturkolben, mit Watte verschlossen, 1 Stunde lang 


im Dampftopf bei 100° C sterilisiert, nach dem Erkalten mit 
Material von einer frisch bereiteten Oidium lactis-Reinkultur 
in tiblicher Weise mit allen Kautelen beschickt und bei einer 





1) F. Ehrlich u. K. A. Jacobsen, a. a. O. 

*) O. Neubauer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 95, S. 211 (1908). 
*) Y. Kotake, Diese Zs. Bd. 69, 8. 409 (1910). 

*) Y. Mori, Diese Zs. Bd. 122, S. 225 (1922). 

5) M. Tsuji, Acta scholae medicinalis, Kioto Bd. 1, Fase. 4, 8. 439. 
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Zimmertemperatur von. etwa 20°C stehen gelassen. Nach 

Ablauf einer bestimmten Zeit — der Reinheit der Kultw 
war wahrenddessen besondere Aufmerksamkeit gewidmet wor. | 
den — wurde das Wachstum durch Kochen unterbrochen, dic 
Nahrfliissigkeit von der Pilzmasse abfiltriert, unter vermindertem 
Druck eingeengt, mit Schwefelsiure stark angesiuert und im 


Extraktionsapparat von Suto erschdpfend mit Ather aus- 
gezogen. 


Unsere Resultate dabei stimmten mit denen von Ehrlich 
und Jacobsen villig iiberein, und zwar hinterlieB auch der 
Ather beim Destillieren eine krystallinische Substanz, welche, 
mit Wasser umkrystallisiert, reine d-Oxyphenylmilchsiure 
darstellte. 

Die Pilzmasse wurde auf einem vorher getrockneten und 
gewogenen Filter gesammelt und bei 100° getrocknet. 


Unsere Untersuchungen haben wiederum Ehrlichs und 
Jacobsens Behauptung bestatigt, daB die Bildung der Oxy- 
phenylmilchsiure aus 1-Tyrosin ungefaihr quantitativ vor sich 
geht. Vom Tyrosin blieb dabei nichts mehr ibrig. 


Verwendetes |-Tyrosin. . . ... 10g 
maltarceeer ow. we ee ee ee 
Getrocknete Pilzmasse. .... . 0,9¢ 
d-Oxyphenylmilchsiiure (roh) . . . il,ig 


I. Versuche mit Oxyphenylbrenztraubensiure. 


1 Liter Nahrlésung wurde mit vorher mit Natriumcarbonat 
neutralisierter und vorsichtig sterilisierter Oxyphenylbrenz- 
traubensiure versetzt. Als Stickstoffquelle fiir die Pilzvege- 
tation diente hierbei Harnstoff (0,3 g in 1; 0,2 g in 2), der 
mit der Ketonsiure in die Nahrflissigkeit zugesetzt war. 


A 
Verwendete Oxyphenylbrenztraubensiure . . 1,5¢ 
Muleieeee 6) 6a 8 WO ae 6 65 Tage 
Restierende Oxyphenylbrenztraubensiiure . . 0,27 ¢ 


Gewonnene d-Oxyphenylmilchsiure . . etwa 0,1 ¢ 
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Nach ; re 
utur Verwendete Oxyphenylbrenztraubensiure . . 1,0¢ 
wor- | Kulturdauer al ee OE es ea he 8S. ah Tage 
a. Trockne Pilzmasse . . . area 
"il Gewonnene d-Oxyphenylmilchature (gereinigt) 0,1 g 
ip Die in beiden Versuchen erhaltenen Oxyphenylmilchsaure- 


aus. | Mengen wurden vereinigt und mit Wasser umkrystallisiert. Die 
 gereinigte Siure schmolz bei 169°C. Sie wurde durch die 

ich (Bestimmung des Krystallwassers und der spezifischen Drehung 

a als reine d-Oxyphenylmilchsiure nachgewiesen. | 

0,1061 g an der Luft getrockneter Substanz verloren bei 105—110° C 


che, 
ie 0,0050 g Wasser. 
Gef.: 4,71°/, H,O 
Ber. f. C,H,,0, + '/,H,O: 4,71 ‘ 
ind 0,1745 g getrockneter Substanz drehten, in 18 com Wasser gelist, 
im dm-Rohr bei ‘Natriumlicht 0,184° nach rechts. 
ind [a]p = + 18,98°. 
xy- Die Ausbeute an Oxyphenylmilchsiure war in beiden Ver- 


ich suchen fuBerst gering. Doch geniigte diese geringe Menge, 
um ganz sicher zu beweisen, daB Oxyphenylbrenztraubensaure 
durch Oidium lactis zum Teil in d-Oxyphenylmilchsaiure itiber- 
gefiihrt wird. 


3. 


Bei diesem Versuch fiigten wir der sterilisierten, danach 
mit Oidium lactis versetzten Nihrfliissigkeit 0,1 g Oxyphenyl- 
brenztraubensdure (und zwar das Natriumsalz) erst nach 

at 6 tagigem giinstigen Pilzwachstum unter aseptischen Kautelen 
Z- zu und lieBen das Ganze stehen. Als Stickstoffquelle diente 
e- [— wiederum Harnstoff (0,1 g in 500 ccm Nahrlésung). 


er Einwirkungsdauer. . ... .. . 19 Tage 
Getrocknete Pilamasse. ... . . 0,55¢ 
Unverinderte Ketonsiure (unrein). . 0,09 g 


Bei diesem Versuch war also die verwendete Oxyphenyl- 
brenztraubensaiure gréBtenteils unverandert. Trotzdem konnten 
wir aus dem Atherextrakt eine kleine Menge nadelférmiger 


Krystalle gewinnen, die nach ihrem idnaiine anal auf Oxy- 
phenylmilchsaure hinweisen. 








— 
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II. Versuche mit d,l-Tyrosin. 


Merkwiirdigerweise wird d,l-Tyrosin durch Hefe und 
Schimmelpilze tiberhaupt nicht asymmetrisch angegriffen. Wir 
untersuchten hier, ob es wenigstens méglich ist, d,l-Tyrosin 
durch Oidium lactis trotzdem asymmetrisch zu spalten. 


Natiirlich kann dabei auch eine etwas andere Desami- 
nierung des d-Tyrosins als des 1-Tyrosins in Frage kommen. 
Daher haben wir uns in den folgenden Versuchen mit d,l-Tyrosin 
gleichzeitig bemiiht, zu entdecken, ob zu irgendeinem Zeitpunkt 
der Ziichtung Oxyphenylbrenztraubensiure auftritt. Zum Nach- 
weis der genannten Ketonsiure kam die EHisenchloridreaktion, 
die auBerst empfindlich und ziemlich charakteristisch ist, in 
Anwendung. Die Versuche wurden so angestellt, daB zu be- 
stimmten Zeiten je 50 ccm aus der Niahrfliissigkeit vorsichtig 
abpipettiert, mit Ather restlos ausgeschiittelt ‘und der Ather- 
riickstand auf Oxyphenylbrenztraubensaure gepriift wurde. Die 
Reaktion fiel dabei sehr oft deutlich positiv aus. 


Gleichzeitig méchten wir nicht zu erwihnen vergessen, 
daB wir auch von Zeit zu Zeit Versuche mit 1-Tyrosin statt 
mit der d,l-Form angestellt haben. Die Eisenchloridreaktion 
fiel dabei jedoch gewdéhnlich negativ aus, nur duBerst selten 
war eine schwache Reaktion oder eine Andeutung einer solchen 
zu bemerken. 


1. 


Die Versuchsanordnung entsprach der vorausgegangenen, 
nur daB hier d,l-Tyrosin verwendet worden war. Wir konnten 
dabei 0,05 g Oxyphenylbrenztraubensiure isolieren. Sie wurde 
nicht nur durch die Eisenchlorid- und Millonsche Probe, son- 
dern auch durch Reduktion mittels Natriumamalgams identi- 
fiziert, wobei das Produkt d,l-Oxyphenylmilchsiure (Schmelz- 
punkt 145° C) war. 


Verwendetes d,l-Tyrosin. . . . 10g 
ee ee . 21 Tage 
Getrocknete Pilzmasse ... . 08¢ 
Zuriickgewonnenes Tyrosin. . . 0,42¢ 


Oxyphenylbrenztraubensiiure . . 0,05 ¢ 
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Das zuriickgewonnene T'yrosin war die fast reine Modi- 
fkation. Hiertiber wird Chikano von demselben Institut 
spater ausfihrlicher berichten. 


2. 


Wir wiederholten ganz denselben Versuch noch einmal. 
Diesmal konnten wir aber beim Ende keine Oxyphenylbrenz- 
traubensiure als Substanz isolieren. Dagegen war im Verlauf 
der Kultivierung die EKisenchloridreaktion zweimal (am 17. Tage 


und am 25, Tage) positiv. 


Verwendetes d,l-Tyrosin. . . . . 08g 
eee eer 
Getrocknete Pilamasse .... . 06g 
Zuriickgewonnenes d-Tyrosin . . . 0,886 ¢ 


Gebildete d-Oxyphenylmilehsiiure. . 0,463 g 


In den soeben besprochenen Versuchen dauerte die Kulti- 
vierung 21 bzw. 26 Tage, wobei die d-Komponente des d,1- 


Tyrosins gréBtenteils intakt geblieben war. Diese kurze Zeit 


geniigt natiirlich nicht, um die Frage zu entscheiden, ob der 
Schimmelpilz iiberhaupt d-Tyrosin anzugreifen vermag. So 
haben wir denn von neuem ausprobiert, wie sich in einem 
noch langeren Zeitraum die Ausbeute an d-Tyrosin und Oxy- 
phenylmilchsiure verindert. 

Wahrend der Kultivierung wurde die Kisenchloridreaktion 
viermal geprift: einmal am 14., einmal am 21., einmal am 27. 
und einmal am letzten Tage. Alle Proben, mit Ausnahme der 
ersten Probe, fielen positiv aus. Die Resultate, die sich immer 
auf die urspriingliche Menge beziehen, sind folgende: 


Verwendetes d,l-Tyrosin ...... . 08g 
Kulturdauer. . . fo ee ee 
Getrocknete Pilpmasie es , oe Jie 


Gewonnene d-Oxyphenylunilehekure (roh) . 0,781 g 


Unverandert zuriickgebliebenes Tyrosin war nicht mehr 
vorhanden. 

Die Oxyphenylmilchsiuremengen aus den Versuchen mit 
d,l-Tyrosin wurden vereinigt und mit Hilfe von Wasser um- 
krystallisiert. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXLIII. 15 
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0,2458 g an der Luft getrockneter oe verloren bei 105—110°¢ [J 
0,0118 g Wasser. 


Gef.: 4,72°/, H 
Ber. f. C,H,,0, + 3/,H,O: 4,71 ‘s 


0,1472 g getrockneter Substanz drehten, in 15 ccm Wasser gelist, 
im dm-Rohr bei Natriumlicht 0,18° nach rechts. 


[aly = + 18,34° 


Aus dem letzten Versuch geht Herve, daB auch d-Tyrosin 
durch Oidium lactis auf irgendeine Weise unter Bildung von 
d-Oxyphenylmilchs’ure desaminiert wird, wenn auch dieser 
Vorgang kein quantitativer ist, wie beim 1-Tyrosin. 

Es ist nicht ausgeschlossen, daB d-Tyrosin oxydativ des. 
aminiert und tiber Oxyphenylbrenztraubensiure abgebaut wird, 
wahrend die Umwandlung der gebildeten Ketonsiure nach. 
gewiesenermaBen teilweise in d-Oxyphenylmilchsiure erfolgt. 


Kotake und Okagawa vom gleichen Institut haben den 
Nachweis erbracht, daB die optischen Modifikationen des Tyrosins, 
die dl- ebenso gut wie die l-Form, im Tierkérper oxydatiy 
desaminiert werden kénnen. Hydrolytische Desaminierung 
kommt aber dabei nur beim 1-Tyrosin in Betracht. | 


Wir halten es fiir im Bereiche der Méglichkeit liegend, | 
daB die Desaminierung des Tyrosins durch Oidium lactis ebenso 
vor sich geht wie im Tierkérper. 


Auf welche Weise das 1-Tyrosin hydrolytisch desaminiert | : 


wird, daritiber kénnen wir vorliufig noch nichts Sicheres sagen, 
Wir médchten aber nicht verfehlen, hier vor allem auf Grund 
der Untersuchungen von E. Erlenmeyer’), auf eine Hypothese 
hinzuweisen, die besagt, da8 eine bei diesem Vorgang neu 
entstandene OH-Gruppe durch Beeinflussung eines mitwirkenden 
Enzyms, das an und fiir sich auch asymmetrisch eguaal ist, 
eine bestimmte Lage einzunehmen vermag. 


Zum Schlusse interessierte uns die Frage, ob Oidium 


lactis aus Oxyphenylmilchsiure Ozyphenylbrenztraubensiure 
bilden kann. 





1) E. Erlenmeyer, Biochem. Zs. Bd. 97, 8. 261 (1919). 
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Cr IJ. Versuche mit d-Oxyphenylmilchsiaure. 


Nahrlésung wie oben angegeben. Den Stickstoff lieferte 

Harnstoff, 0,3 g auf 1 Liter Lésung. Die Ziichtung dauerte 

95—30 Tage, dann wurde durch Kochen unterbrochen. Fir 

lést, J die Ausfihrung der Eisenchloridreaktion wurden stets 50 ccm 
Flissigkeit verwendet (siehe II). Resultate: 


1. 

- Zugesetzte d-Oxyphenylmilehsiure. . ....... . 10g 
von RE a ge as fe ew ee a ee 
Ser Gabe RD Ek ee ee ee 

Rigstethiovidvesktion. .. .- 3.05 Ferree eee. ee 
Atherlésliche Substanz . . . 1,15 g 
mg Zuriickgewonnene d- Oxyphsetigtiallabitiere (Belinda: 168° ¢) 0,894 g 
. ' Beim Krystallisieren ging natiirlich ein kleiner Teil der 


Oxyphenylmilchsiure verloren. Man kann also behaupten, dab 
d-Oxyphenylmilchsiure fast gar nicht von dem Pilz angegriffen 
den wird. Der Sicherheit halber haben wir noch 2 weitere Ver- 
ins, FF suche angestellt, die fast dieselben Resultate ergaben. 


itiy 
ing 2. 
Zugesetzte d-Oxyphenylmilechsiiure. . ....... . 10g 
nd Is sd ni irae: tin Ho wk tet vk. eee 
Coe a re 
sak Ee ee ee ee 
| Atherlésliche Substanz. . . 0,93 g 
ert Zuriickgewonnene 4- -Oxyphenyailchetate ahaa: 168°C) 0,89 g r 
en, 7 : 3 
ese Zugesetzte d-Oxyphenylmilchsiure. . . .....- + +» 10g 
+ _Kulturdauer. . . ee re ee 
Getrocknete Pticsinsos a ke ee Re ee ee ee ge nn 
len PENN Ss er ee ee ee 
ist, Atherldsliche Substanz. . . . 0,96 g 
Zuriickgewonnene d-Oxyolieshdllehelene Gihnhie 168° ¢) 0,89 g 
1m Die Eisenchloridreaktion fiel in den angefiihrten 3 Ver- 


ire f Suchen also jedesmal negativ aus, was besagt, da8 Oidium 
lactis wenigstens unter geschilderten Bedingungen d-Oxyphenyl- 
milchséure nicht in Oxyphenylbrenztraubensaure tiberzufihren 
befihigt ist. 

15* 
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IV. Versuche mit 1-Oxyphenylmilchsaure. 


Versuchsanordnung ganz analog. Nur Verwendung von 
1-Oxyphenylmilchsiure. 


1. 
Zugesetzte 1- tata catia Pip ales ae See a Og 
Kulturdauer. . . ; Pos Oe, Be a ne ce le ee Lage 
Getrocknete Pilsmasse . ee er 
ee 
Atherlésliche Substanz. . . 0,89 g 
Zuriickgewonnene L-Oxyphenyleallohitiils alain. 167,5° C) 0,77 g 

2. 
Zugesetzte 1-Oxyphenylmilchsiure. ......... Ig 
USO kt te 4 ee ee Hee. wie BD Tage 
Getrocknete: FOO . 4 aa we ee) BAB 
mamememoviieneeen . we te tly 
Atherlésliche Substanz . . . 0,91 g 
Zurtickgewonnene 1-Oxyphenylintlehelbuee (Athmalep. 168° ¢) 0,76 g 

3. 
Zugesetazte 1-Oxyphenylmilchsfure. . . ...... . 10g 
Kulturdauer. . . CS We SR a 8 ce ao AT Tage 
Getrocknete Pilanase bee + ten es ss ce oe Se 8 
Kisenchloridreaktion. . ... . Cee a's yk eee 
Atherlésliche Substanz . . . 0,89 g_ 


Zuriickgewonnene 1- Onarpheny eiltalbiibiess aheiilen: 168° C) 0,84 g 

Bei dieser Untersuchung fiel die Kisenchloridprobe jedesmal 
positiv aus. Wenn es auch nicht méglich ist, bloB durch die 
genannte Reaktion die dabei gebildete Substanz sicher zu 
identifizieren, so ist es doch mehr als wahrscheinlich, da8 wir 
Oxyphenylbrenztraubensiure vor uns hatten, weil die Reaktion 
sehr deutlich zutage trat. 

AuBerdem ist besonders bemerkenswert, daB die Menge 
der zuriickgewonnenen Oxyphenylmilchsaure bei positivem Aus- 
fall der EKisenchloridreaktion stets offensichtlich abnahm. 

Aus den obigen Ergebnissen 148t sich erwarten, dab bei 
Kinwirkung von Oidium lactis auf d,l-Oxyphenylmilchsiure, die 
dabei zurtickgebliebene Séure nicht mehr ganz inaktiv sein, 
sondern infolge der Zersetzung des 1-Komponents mehr oder 
weniger nach rechts drehen wird. Diesbeziigliche Unter- 
suchungen ergaben ein positives Resultat: 








Von 
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V. Versuche mit d,l-Oxyphenylmilchsaure. 
Versuchsanordnung ganz analog. 


1, 
Zugesetzte d seinem rams ate be 6 a lg ce ee er 
Kulturdauer. ... . eee oe 6. eo 6 eee ee 
ee Pr 
S Ries ke eS GE eee 
Atherlésliche Substanz . . . vee Se 


Zuriickgewonnene Ceschousintbaiaes Chhpeie. pn 151°C) 0,86 ¢g 
0,700 g Substanz in 20 cem Wasser drehten im 2 dm-Rohr 0,06° 


nach rechts. 
: 2. 
Zugesetzte d ie amma serra 2 ar a eo ec a ee 
Kulturdauer. .. . Soe ek Se ee eel ee ee 
Cee NS a ee I ee ee 
Ri 6 ee I es A 
Atherlésliche Substanz. . . 0,98 g 


Zuriickgewonnene Cupeiicnpiaeliahales Siem, 150—151° ¢) 0,85 g 


0,300 g Substanz in 10 com Wasser drehten im 1 dm-Rohr 0,02° 
nach rechts. 


Wie es von Ehrlich und Jacohsen hervorgehoben und 
von uns wieder bestatigt wurde, verliuft die Bildung der d-Oxy- 
phenylmilchséure aus 1-Tyrosin durch Oidium lactis fast ganz 
quantitativ. Diese Desaminierung erfolgt wahrscheinlich nicht 
tiber Oxyphenylbrenztraubensiure, da sonst die Menge der ge- 
bildeten Oxyphenylmilchsiure eine noch deutlichere Abnahme 
zeigen miBte, wie es in der Tat der Fall ist. Weiter ist 


 bewiesen, daB der Pilz nicht nur d,l-Tyrosin, sondern auch 


|-Oxyphenylmilchs’ure in Oxyphenylbrenztraubensaéure umzu- 


| wandeln vermag. 


Ganz besonders interessant ist das Ergebnis, daB die Bildung 
der Oxyphenylbrenztraubensaiure aus Oxyphenylmilchsaure nur 
bei Verwendung der 1-Form einsetzt. Oidium lactis scheint 
also immer nur die 1-Modifikation, hier 1-Tyrosin und dessen 
direkte Abkémmlinge, Oxyphenylbrenztraubensiure und 1-Oxy- 
phenylmilchsiure angreifen zu kénnen, wahrend er bei der 
d-Oxyphenylmilchsiure, die er selbst aus 1-Tyrosin bildete, 
vollkommen versagt. 








eee 
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Zusammenfassung. 
1. Oxyphenylbrenztraubensaéure wird durch Oidium lactis 
zum Teil in d-Oxyphenylmilchsiure umgewandelt. 
2. Die Desaminierung des 1-Tyrosins durch Oidium lactis 
geht wahbrscheinlich vorwiegend hydrolytisch vor sich. d,l-Tyrosin § 
wird asymmetrisch gespalten, wenn der Pilz nicht zu lang 
darauf einwirken kann. 
8. Oidium lactis kann auch Tyrosin oxydativ unter Bildung § 

von Oxyphenylbrenztraubensaure desaminieren. 
4. Oidium lactis ist befihigt, in geringem MaBe 1-Oxy- 
phenylmilchséure, d-Oxyphenylmilchsiure aber gar nicht, in 
Oxyphenylbrenztraubensiure iberzufihren. 














Uber das Verhalten der Brenztraubensdure im Tierkérper 




























uctis und in der tiberlebenden Leber. 
OSIn Von 
lang Z. Otani. 





ung § (Aus dem mevlizinisch-chemischen und phérmakologischen Institut der Medizinischen 
: Akademie zu Osaka.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Dezember 1924.) 


in —— 

Wenn einem Tier eine kleine Menge Brenztraubensiure 
verabreicht wird, treten im Harn keine besonderen Umwand- 
lungsprodukte auf, wie schon J. Pohl") und P. Mayer?) her- 
vorhoben. Mayer konnte im Harn nur in den Fallen, in 
denen Kaninchen eine gréBere Menge Brenztraubensiure (2 bis 

* 2,5g pro Kilogramm) subcutan eingespritzt worden war, 
| Exkretion von Zucker nebst einer winzigen Menge unverindert 
ausgeschiedenen Saéure nachweisen. Bei einem seiner Versuche 
beobachtete er jedoch Ausscheidung von Milchsaiure, die sich 
bei optischer Untersuchung und Krystallwasserbestimmung ihres 
| Zinksalzes merkwiirdigerweise als d,1-Milchsiure erwies. 1-Milch- 
siure war bis jetzt nicht im Tierkérper gefunden worden. — 

Von Embden®) und seinen Schiilern wurde angenommen, 
daB d-Alanin und d-Milchsiure im Tierkérper iiber Brenz- 
traubensiure ineinander tibergehen. 


d-Milchsiure 


Brenztraubensiure —* d-Alanin. 


Prof. Y. Kotake*) gelangte auf Grund der Untersuchungen, 
die von ihm und seinen Schiilern angestellt worden waren, zur 





) J. Pohl, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 37, S. 413 (1896). 

*) P. Mayer, Biochem. Zs. Bd. 40, 8. 441 (1912). 

*) G. Embden u. seine Schiller, Biochem. Zs. Bd, 45, S. 45, 174, 186 
(1912), 
*) Y. Kotake, Diese Zs. Bd. 122, 8. 248 (1922). 
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Anschaung, daB eine Alkoholsiure, die im Organismus au; 
einer bestimmten Aminosiure durch die hydrolytische Des. 
aminierung oder durch die der oxydativen Desaminierung 
folgende Reduktion gebildet wird, immer optisch aktiv ist und 


stets, unabhingig von ihrer Bildungsweise, eine gleichgerichtete 
Drehung zeigt. 


Aminosaure 
iG ~, 
a a 


Ketonsiure —* Alkoholsaure (von einer bestimmten Drehung), 


Demnach liegt die Annahme nahe, da8 Brenztraubensiure 
im tierischen Organismus in d-Milchsiure iibergeht. Aber dic 
Bildung von d-Milchsiure aus Brenztraubensiure im Tier. J 
kérper ist bis dato niemals mit Sicherheit bewiesen worden, § 
So lag es fiir mich nahe, das Verhalten der Brenztrauben- 
siure im Tierkérper und in der iiberlebenden Leber, besonders 
ihre etwaige Umwandlung in Milchsiure, naiher zu studieren 
und zugleich dadurch in Erfahrung zu bringen, inwieweit sich 
die von Prof. Kotake') und seinen Schiilern an den aroma- 


tischen Aminosiuren erhobenen Befunde auf die aliphatischen i‘ 
iibertragen lassen. 


Experimentelles. 


I. Durchstrémungsversuche. 


Zunichst habe ich die Leber eines Hundes, nach 2 Hunger- 
tagen, mit einem Blut durchstrémt, welches mit dem gleichen 
Volumen Ringerscher Lisung verdiinnt und in einem Ver- 
hiltnis von etwa 0,25 oder 0,5 °/, mit Brenztraubensaure (vorher 
mit Natriumcarbonat neutralisiert) versetzt war. Es fand sich 
dabei eine erhebliche Zunahme von d-Milchsiure im Blut, die 
beim Leerversuch niemals angetroffen wurde. Trotzdem war 
der SchluB, daB d-Milchsiure aus Brenztraubensiure in der 
itiberlebenden Leber entstanden war, noch nicht gestattet, weil 
die Hungerzeit viel zu kurz war, als daB dabei die Bildung 
von Milchsiure aus Glykogen absolut hatte ausgeschlossen 





1) Y. Kotake, a.a. O. 
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werden kénnen. Denn Embden?) und Kraus hatten bei 
kiinstlicher Durchstrémung von glykogenreichen Lebern mit 
defibriniertem Blut reichlich d-Milchsiure gefunden. Aus diesem 
Grunde habe ich die Hungerperiode auf 5 Tage verlingert und 
erst dann dieselben Versuche angesetzt, um sicher zu ent- 
ycheiden, ob die Leber befahigt ist, d-Milchsiure aus Brenz- 
traubensiure zu bilden. Da8 beim Hunde nach 5 Hungertagen 
die Leber sehr glykogenarm oder fast glykogenfrei ist, haben 
unsere und Anderer Versuche schon vorher bewiesen. 

Die zum Versuche benutzte Brenztraubensiure wurde nach 
der Vorschrift von E. Erlenmeyer?) durch trockene Destillation 
yon Weinsiure mit Kaliumpyrosulfat dargestellt und durch 
wiederholte fraktionierte Destillation gereinigt. 

Das Durchstrémungsverfahren erfolgte im groBen und ganzen 
nach den Vorschriften von Embden und seinen Schiilern’) 
im Neubauerschen Apparat‘), der von uns, wie bereits friiher 
berichtet, etwas modifiziert worden ist. 

Als Durchstrémungsblut diente das Blut von Hunden, die 
5 Tage gehungert hatten. Es wurde unmittelbar nach dem 
AderlaB durch Schlagen defibriniert. Mit einem Teile desselben 
stellten wir Kontrolluntersuchungen an, und mit dem ibrigen 
Teile dagegen durchstrémten wir nach doppelter Verdiinnung 
mit Ringerscher Lésung und Zusatz von Brenztraubensiure 
90 Minuten lang bei 38°C die Leber. Die hierbei gebildete 
Milchsiure wurde isoliert, quantitativ bestimmt und auf ihre 
Drehung untersucht, wie folgt: 

Das Durchstrémungsblut (bzw. das Kontrollblut) wurde zur 
Befreiung von Eiwei8 nach dem Verfahren von Schenck mit 
Salzsiure und Sublimat versetzt, tiber Nacht in der Kiskammer 
stehen gelassen, das Filtrat von Quecksilber durch Schwefel- 
wasserstofi befreit, letzterer mittels Luftstroms entfernt, die 
Flissigkeit mit Natronlauge soweit neutralisiert, bis sie noch 





1) Embden u. Kraus, Biochem. Zs. Bd. 45, 8. 1 (1912). 
*) E. Erlenmeyer, Chem. Ber. Bd. 14, S. 320 (1881). 
) G. Embden, E.Salomon u. Fr. Schmidt, Beitr. z. Physiol. 
u. Pathol. Bd. 8, S. 129 (1906.) 
*) O. Neubauer u. W. Gross, Diese Zs, Bd. 67, S, 219 (1910). 
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gerade eine schwach saure Reaktion zeigte, und bei ver. 
mindertem Druck bei einer 50°C nicht ibersteigenden Ten. 
peratur destilliert. 

Die konzentrierte, schwach saure, beinahe farblose Lésung 
wurde nun mit Schwefelsiure stark angesiuert, mit Ammon- 
sulfat gesiittigt, wiederholt ausgeithert, der Ather abdestilliert, 
sodann der ganze Atherriickstand in Wasser aufgenommen, 
mit reinem Bleicarbonat im UberschuB versetzt und in einem 
kleinen Kolben 1 Stunde lang unter haiufigem Umschwenken 
auf dem Wasserbade erhitzt. Die vom iiberschiissigen Blei- 
carbonat abfiltrierte Flissigkeit wurde mit dem Waschwasser 
vereinigt, durch Schwefelwasserstoff vom Blei befreit, der iiber- 
schiissige Schwefelwasserstoff durch Verdampfen beseitigt, von 
neuem mit reinem Zinkoxyd versetzt, nach 1 stiindigem Er- 
hitzen auf dem Wasserbade filtriert und mehrmals gewaschen, 
Filtrat und Waschwasser vereinigt, in einer Porzellanschale 
auf dem Wasserbade bis zu einem kleinen Volumen eingeengt, 
mit wenig Alkohol versetzt und in der Kalte stehen gelassen, 
wobei sich milchsaures Zink krystallinisch abschied. Zur 
Identifizierung wurden die Krystallwassermenge und Drehung 
derselben festgestellt. 

Das Reduktionsvermégen der enteiweiBten Flissigkeit 
wurde nach der Methode von Bertrand bestimmt, und es 
wurde dabei schlechthin als Zucker ausgedriickt. 


% 


Versuch 1 (Leerversuch). 


Materialien. 
Kérpergewicht des Hundes . . . . . 10,7 kg 
Gewicht der Leber. . . . .. » « B85 
Verwendete Blutmenge .... . . 1850 ccm* 


* Davon 750 ccm nur mit Ringerlésung auf das Doppelte verdiinnt 
ohne Brenztraubensiurezusatz fiir den Haupt-, 600 ccm fiir den Kontroll- 
versuch. 


Ergebnisse. 
_ Milchs&ure (g in 100 cem. Blut): 
Vor der Durchstrémung ..... - . 0,0606— 
Nach der Durchstr6mung ...... . 0,0473 


Identifizierung der Milchsiure (als Zinksalz untersucht). 
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Krystallwasserbestimmung: 
Substanz Verl. H,O Gef, Ber. f. (C;H,0,),2n + 2H,O 
in g in g in °/, in ‘fe 
0,087 §«-0,0112~Ss«12,75 H,O 12,89 H,O 
Drehungsbestimmung : 
Substanz Drehung in 2dm-Schicht [e!p 
0,0878 g in 15,97 g Wasser — 0,08° — 1,28° 
Zinkbestimmung : 
Substanz ZnO Gef. Ber. f. (C,;H,O3),Zn 
in g in g in °/, in °/, 
- 0,0998 0,0884 26,84 Zn 26,85 Zn 
Versuch 2 (Brenztraubensiiureversuch). 
Materialien. ? 
Kérpergewicht des Hundes. . . . . 12,2kg 
Gewicht der Leber. . . . . - -. - 3908 
Verwendete Blutmenge ... . . + 1100 cem* 


* Davon 600 cem mit Ringerlésung auf das Doppelte verdiinnt» 
mit einem Zusatz von 6 g Brenztraubensiiure (Natriumsalz), fiir den 
Haupt-, 500 cem fiir den Kontrollversuch. 


Ergebnisse. 
Blutgucker (g in 100 ccm Blut): 

Vor der Durchstrémung. . ... . .- . 0,1580 
Nach der Durchstrébmung .. ... - . 0,2665 
Milchsiiure (g in 100 cem. Blut): 

Vor der Durchstrbmung. . . . . . . . 0,0564 
Nach der Durchstrémung . ... . . . 0,2184 


Identifizierung der Milchsiure (als Zinksalz untersucht). 


| Krystallwasserbestimmung: 
Substanz Verl. H,O Gef. Ber. f. (C,H,0,),.2Zn + 2H,O 


in g in g in °/, in %/, 
0,0954 0.0122 12,78 HO 12,89 H,O 
Drehungsbestimmung: 
Substanz Dreh. in 2dm-Schicht  [e]p 
0,0954 g in 15,6 g Wasser —0,09° = 1,86° 
Zinkbestimmung : 
Substanz ZnO — Gef. Ber. f. (C,H,0,),Zn 
in g ip °/, in %/, | in “Ig 


0,0738 0,0248 26,94 Zn 26,85 Zn 
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Versuch 8 (Brenztraubensiureversuch). 
Materialien. 
Kérpergewicht des Hundes. . . . . 9,2kg 


Gewicht der Leber. . . . ... . 280g 
Verwendete Bluimenge .... . . 1200 ccm* 


* Dayon 650 ccr mit Ringerlésung auf das Doppelte verdiinnt, 
mit 18 g Brenztraubensiurezusatz (Natriumsalz), fir den Haupt-, 550 ccm 
fiir den Kontrollversuch. 

Ergebnisse. 
Blutzucker (g in 100 ccm Blut): 
Vor der Durchstr6mung. . .... . . 0,1480 
Nach der Durchstrémung ..... . . 0,8005 


Milchsiure (g in 100 cem Blut): 


Vor der Durchstrémung. ..... . . 0,0451 
Nach der Durchstrémung ..... . . 0,2649 


Identifizierung der Milchsiure (als Zinksalz untersucht). 


Krystallwasserbestimmung: 
Substanz Verl. H,O Gef. Ber. f. (C,H,O,),Zn + 2HO, 
in g in g in %y in °/, 
0,0902 0,0114 12,68 H,O 12,89 H,O 


Drehungsbestimmung: 
Substanz Dreh. in 2dm-Schicht  [a]p 
0,1280 g in 16,107 g Wasser =0,11° ~7,16° 
Zinkbestimmung: 
Substanz Zn Gef. Ber. f. (C,H,O,),Zn 
in g in g in °/, in °/, 
0,0772 0,0258 26,8 Zn 26,85 Zn 


Versuch 4 (Brenztraubensiureversuch). 
Materialien. 
Kérpergewicht des Hundes. . . . . 16,5kg 
Gewicht der Leber. . . ..... 510g 
Verwendete Blutmenge ... .. . 1200 ccm* 
* Davon 700 cem mit Ringerlésung auf das Doppelte verdiinnt, 


mit 2,8 g Brenztraubensiiurezusatz (Natriumsalz), fiir den Haupt-,500ccm — 
fiir den Kontrollversuch. 


Ergebnisse. 
Blutzucker (g in 100 cem Blut): 


Vor der Durchstrémung . ..... . 0,169 
Nach der Durchstrémung . . . .. . . 0,4494 
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Milchsiure (g in 100 cem Blut): 


Vor der Durchstrémung ..... . . 0,0248 
Nach der Durchstrémung . ..... . 0,1480 
Identifizierung der Milchsiure (als Zinksalz untersucht). 
a Krystallwasserbestimmung: 
_ 2 Substanz  Verl. H,O Gef. Ber. f. (C,H,0,)Zn + 2H,O 
[ in g in g in %/, in °/, 
0,0622 0,008 12,86 H,O 12,89 H,0 
Drehungsbestimmung: 
: Substanz Dreh, in 1 dm-Schicht [alp 
0,1200 g in 10,408 g Wasser —0,08° —7,01° 
Zinkbestimmung: 
Substanz ZnO Gef. Ber. f. (C,H;N,).Za 
in g in g in °/, in %/, 
0,0672 - 0,0222 26,93 Zn 26,85 Zn 
Versuch 5 (Traubenzuckerversuch). “ 
Materialien. 3 
a Kérpergewicht des Hundes .... . 8,55kg 
Gewieht der Leber . . . . ws ss BOO 
Verwendete Blutmenge. ... . 1100 eem* 


* Davon 600 ccm mit Ringerlésung auf Pe Doppelte verdiinnt, 
mit 6 g Traubenzuckerzusatz fiir den Haupt-, 500 cem fiir den Kontroll- 


versuch. 
Ergebnisse. 


Milchsiure (g in 100 cem Blut): 


Vor der Durchstrémung . ... . . . 0,0527%) 
Nach der Durchstrémung. . . .. . . 0,1219 


Identifiziernng der Milchsiure (als Zinksalz untersucht). 


Krystallwasserbestimmung: 
Substanz Verl, H,O Gef. Ber. f. (C,H,0,),Zn + 2H,O 
in g in g in %/o in °/, 
0,0766 0,0098 12,79 H,O 12,89 H,O 
ae, Drehungsbestimmung: 
Substanz Dreh. in 2dm-Schicht [a]p 
0,0666 g in 14,872 g Wasser — 0,06° — 6,70° 


) Diese Zahlen stimmen ziemlich gut mit denen derselben Ver- 
suche iiberein, die von G. Embden u. F. Kraus ausgefihrt wurden. 
[Biochem. Zs. Bd. 45, S. 1 (1912).] 
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Zinkbestimmung: 

Substanz ZnO Gef. — Ber. f. (C,H,0,',Zn 
in g in g in *fo: in °/, 
0,0680 0,0224 26,42 Zn 26,85 Zn 

Versuch 6 (d-Alaninversuch). 
Materialien. 
Kérpergewicht des Hundes . . . . . 18,5 kg 
Gewicht der Leber . . ... : . . «, 900g 
Verwendete Blutmenge. . . .. . . 1800 ccm* 


* Davon 700 cem Ringerlésung auf das Doppelte verdiinnt, mit 
4,2 g d-Alaninzusatz, fiir den Haupt-, 600 ccm fiir den Kontrollversuch. 
&* lighabebe 


Ergebnisse. 
Milchsiiure (g in 100 ccm Blut): 


Vor der Durchstr6mung. . . . . . . . 0,0487 
Nach der Durchstrémung . . .... . 0,1060 


Identifizierung der Milchsiure (als Zinksalz untersucht). 


Krystallwasserbestimmung: 
Substanz  Verl. H,O Gef. . Ber. f. (C,H,O,),Zn + 2H,0 
in g in g in %, ty ee 
0,1850 0,0238 12,86 H,O 12,89 H,O 
Drehungsbestimmung: 
Substanz Dreh, in 2 dm-Schicht [aly 
0,7656 g in 15,181 g Wasser = 0,75° — 7,21° 
Zinkbestimmung : 
Substanz ZnO Gef. Ber. f. (C;H,O,),Zn 
in g in g in *), in °/, 
0,1512 0,0498 26,41 Zn 26,85 Zn 


Il, Fitterungsversuche. 


Die obengeschilderten Versuche sprechen alle iiberein- 
stimmend dafiir, daB Brenztraubensiure bei Durchstrémung 
durch die tiberlebende Leber des Hundes in d-Milchsiure tiber- 
zugehen vermag. Da das Resultat von P. Mayer, namlich 
da8 Brenztraubensiure bei reichlicher Verabreichung bei 
Kaninchen d,l-Milchsiureausscheidung verursachte, mit meinen 
Anschauungen nicht tibereinzustimmen schien, habe ich mich 
das Schicksal der Brenztraubenséure im Tierkérper, mit be- 








‘it 
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| kannt wurde. 
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sonderer Beriicksichtigung der Milchséureausscheidung und 
deren optischen Higenschaft, zu studieren bemiht. 

Als Versuchstiere bediente ich mich des Kaninchens und 
des Hundes. 

Zu diesem Zweck wurde der 24-—30-Stundenharn nach 
der Verabreichung der Brenztraubenséure unter Vermeidung 
der Faulnis gesammelt und auf Milchsiéure- und Zuckergehalt 
untersucht. In keinem einzigen Fall lie8 sich Exkretion un- 
verandert ausgeschiedener Saure nachweisen. 

Die Bestimmung der Milchsiure geschah, wie tiblich, durch 
deren Uberftthrung in ihr Zinksalz, und die Bestimmung des 
Zuckers*) erfolgte nach Bertrand. 


1. Hundeversuche. 


Versuch 1. 


Kin Hund von 8200 g Kérpergewicht erhielt 49,5 g, mit 
Natriumearbonat neutralisierte und in 4 Teile geteilte, Brenz- 
traubensaure in Intervallen von je 2'/, Stunden subcutan ein- 
gespritzt, so daB die Injektion 71/, Stunden dauerte. In den 
875 ccm Harn, der im Verlaufe der auf die letzte Kinspritzung 
folgenden 25 Stunden gesammelt war, fanden sich 0,2425°/, 
Zucker; Milchsiure jedoch war nicht vorhanden. 


Versuch 2. 


Kin Hund von 4700 g Kérpergewicht bekam 28,2 g Brenz- 
traubensiure in derselben Weise wie oben angegeben. 

Am Tage darauf starb das Tier. In seinem Harn (172. ccm} 
von 29 Stunden seit der letzten Injektion waren 0,0857°/, 
Zucker vorhanden. Aus 148 ccm davon schieden sich 0,7348 g 
milchsaures Zink aus, das durch Bestimmung der Drehung 
des Krystallwassers und des Zinks als Garungsmilchsaéure er- 


Drehungsbestimmung : 
Substanz Drehung in 2 dm-Schicht 
_ 0,2458 g in 16,9721 g Wasser 0 


iniphineans 





‘) Siehe oben. 
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Krystallwasserbestimmung: 
Substanz  Verl. H,O Gef. Ber. f. (C,H,0,),Zn + 8H,0 
in g in g in %, in °/, 
1. 0,1164 0,0212 18,21 H,O 18,17 H,O 
2. 0,1040 0,0189 18,17 H,O : 
Zinkbestimmung : 
Substanz ZnO Gef. Ber. f. (C,H,O,),Zn 
in g in g in %, in °/ 
0,0959 0,0822 26,97 Zn 26,85 Zn 
Versuch 3. 


Einem Hunde von 5500 g Kérpergewicht wurden 33 g, 
mit Natriumcarbonat neutralisierte, in 3 Portionen geteilte 
Brenztraubensaure in Intervallen von je 3'/, Stunden subcutan 
verabreicht. Im 24-Stundenharn (671 ccm) von der letzten 
Kinspritzung an waren 0,011°/, Zucker, aber keine Milchsiure. 


2. Kaninchenversuche, 
Versuch 1, 


Kin Kaninchen von 2750 g Kérpergewicht erhielt 16,5 g, 
mit Natriumcarbonat neutralisierte und in 4 Teile geteilte, 
Brenztraubensiure in Intervallen von je 3 Stunden subcutan. 
Das Tier wurde matt und appetitlos und zeigte Neigung zu 
Durchfall. Sein Harn (300 ccm), von 24 Stunden nach der 
letzten Injektion war in bezug auf Zucker und Milchsaure 
negativ. 

Versuch 2, 

Kin. Kaninchen von 2850 g Kérpergewicht bekam 17,2 g 
Brenztraubensiure wie oben. Sein Harn (170 ccm) gab eine 
schwache Nitroprussidnatriumreaktion (Brenztraubensiure ?). 
Zucker vorhanden in einer Menge von 0,083°/,. Das aus dem 
Harn gewonnene Zinksalz (milchsaures Zink?) zeigte eine 
schwache Linksdrehung. 


Versuch 3. 


Einem Kaninchen von 2900 g Kérpergewicht wurden 18,4 g 
neutralisierte Brenztraubensiure in 3 Portionen in 8 stiindigen 
Intervallen subcutan verabreicht. Das Tier bekam Durchfalle 
und starb am folgenden Tage. Sein Harn (180 ccm) enthielt 
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0,094°/, Zucker und lie8 Nitroprussidnatriumreaktion erkennen. 
Aus 168 ccm konnten wir 0,3618 g milchsaures Zink nach- 
weisen, dessen Saiureanteil nach der Reinigung als die d-Form 
erkannt wurde. 


Drehungsbestimmung: 
Substanz Dreh. in 2dm-Schicht  [a]p 
0,089 g in 16,980 g Wasser — 0,07° — 6,68° 
Krystallwasserbestimmung: 
Substanz Verl. H,O Gef. Ber. f. (C,H,O,),Zn + 2H,O 
in g in g in “/o in °/o 
1. 0,1026 0,0184 13,06 H,O 12,89 H,O 
8) 2. 0,0922 0,0120 18,01 H,O 12,89 H,O 
te Zink bestimmung : 
an | Substanz ZnO Gef. Ber. f. (C,H,O,),2Zn 
en in g in g in %/, in °/, 
re, 0,0788 0,0264 26,79 Zn 26,85 Zn 


Wie sich aus den Resultaten ersehen laBt, haben die Tier- 
versuche mit Brenztraubensaure keine tibereinstimmenden Er- 


gebnisse gezeigt. Insbesondere war die dabei gefundene Milch- 
& siure bald optisch inaktiv und bald rechtsdrehend. Links- 


te, milchsiure war niemals nachweisbar. Daher konnten wir uns 
oom iiber die optische Form der Milchséure, die im Tierkérper aus 
au Brenztraubensiure entstehen soll, nicht vollkommen klar werden, 
er um so mehr, als bei verschiedenen Vergiftungen, die zu Sauer- 


re stoffmangel fiihren, d-Milchséure im Harn auftritt. 


Zusammenfassung. 
g 1. Uberlebende Hundeleber vermag bei Durchstrémung 
ne Brenztraubensiure in Milchsaure tiberzufiihren; die dabei ent- 
?). standene Modifikation war immer die d-Form. 
7m 2. d-Glucose kann bei derselben Versuchsanordnung eben- 


ne — falls in d-Milchsiure, aber nicht in so ausgedehntem MaBe 
wie Brenztraubensiure tibergehen. Danach besteht kein Zweifel 
mehr, daB erwihnte Milchsdurebildung aus Brenztraubensiure 
nicht ausschlieBlich tiber d-Glucose zu erfolgen braucht. 


8 3. Die von Prof. Kotake an den aromatischen Aminosauren 
. erhobenen Befunde lassen sich wahrscheinlich auf die aliphatischen 
© & itbertragen. | | 
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Uber die Desaminierung der Aminosiuren und wechsel- 
seitige Umwandlung der dabei entstandenen Produkte im 
tierischen Organismus. II. 

Von 


Y¥. Kotake. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Osaka.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Dezember 1924.) 


eee” 
—_— 


1. Unser Studium iiber den Abbau der Aminosiuren im 
tierischen Organismus 148t sich, was ihre Desaminierung an- 
langt, dahin zusammenfassen, daB der Vorgang entweder oxydatiy |i, 
oder hydrolytisch, oder unter Umstanden intramolekular') erfolgt. § 

DaB die aw-Aminosiuren beim Abbau im Tierkérper vor | 
der Decarboxylierung nicht der f-Oxydation unterliegen, ist 
allgemein anerkannt. Wir haben aber gefunden, daB 1-Histidin 
wenigstens im Hundeorganismus zum Teil tiber Urokaninsiure @ 
(Imidazolacrylsiure) abgebaut werden kann. Daraus ergibt sich 
die Méglichkeit, daB die Aminosiiuren im Tierkérper unmittel- [@ 
bar nach der Desaminierung, ohne vorherige Verkiirzung der 





) Vom niheren Mechanismus einzelner Vorgiinge ist vorliufig 
keine Rede. Die Annahme von Dakin und Dudley, da8 die Amino- 
siuren im Tierkérper zunichst tiber die entsprechenden Ketoaldehyde 
abgebaut werden, stimmt mit unseren Resultaten nicht gut iiberein. 
Nach genannten Autoren geht Benzylglyoxal in der tiberlebenden Hunde- 
leber in d-Phenylmilchsiure fiber [Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, 5S. 29 
(1914)], die jedoch nach unseren Untersuchungen physiologisch nicht 
vorzukommen scheint. Phenylmilchsiure, die im Tierkérper aus 1-Pheny!- 
alanin oder Phenylbrenztraubensiure entsteht, tritt nur in der 1-Form avf. 
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| Kohlenstoffkette, in #-Stellung zu der endstindigen Carboxyl- 
gruppe oxydiert werden kénnen. 


sel. | | f if 











“ CH RS buon 
) ba " bu, 
1m t 
an- & OOH COOH 
atiy 1 2. Auf welche Weise eine Aminosiure im Tierkérper ab- 


Ig, Mf} gebaut wird, ist anscheinend von verschiedenen Umstinden 
vor abhingig. Unter diesen ist vor allem das Moment von be- 
ist sonderem Interesse, dab der Abbauweg einer Aminosiure 
din manchmal durch ihre Konfiguration vom Beginne der Desami- 
ure fe nierung an bestimmt zu werden scheint. So ist d-Histidin 
ich fj nicht imstande, im Hundeorganismus in Urokaninsiure tiber- 
tel. [= zugehen, trotzdem es auch gut dissimiliert wird. Wie bekannt, 
der [ wird 1-Tryptophan im Tierkérper zum Teil in Kynurensi&ure 
| umgewandelt; dl-Tryptophan geht aber im Organismus nicht 
| in demselben Ma8e wie 1-Tryptophan in die letztere iiber, 
ino: Pe SO daB man vermuten kann, daB d-Tryptophan dabei einen 
yde [i ganz anderen Abbauweg einschlagt. Uber den Grund dieses 
ein. [% Unterschiedes im Verhalten la8t sich vorliufig nichts Sicheres 
ade FE} aussagen. Man kann bis jetzt nur die Hypothese aufstellen, 
da8 diese Differenzen im allgemeinen einerseits auf die Ver- 
ny! & Schiedenheit der Zellen, welche die Aminosiuren aufnehmen, 
auf. (@ anderseits auf die unterschiedliche Wirkungsspezifitat der sich 
16* 
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am Abbau beteiligenden Enzyme zuriickzufiihren sind. Dag 
die Permeabilitit einer Zelle fiir eine Substanz auch durch 
die Konfiguration der letzteren beeinflu8t wird, steht durch 
unsere Untersuchungen aufer Zweifel. 

3. Durch Oidium lactis wird Tyrosin wahrscheinlich, ebenso 
gut wie im Tierkérper, sowohl hydrolytisch als auch oxydatiy 
desaminiert. Der erstere Vorgang, der in diesem Falle die 
Hauptrolle spielt, vollzieht sich dabei wenigstens im Anfangs. 
stadium asymmetrisch. Man kénnte annehmen, daB bei diesem 
ProzeB die Konfiguration des a-Kohlenstoffs durch eine enzy- 
matische Beeinflussung bestimmt wird. 

4, d-Alanin wird in der kiinstlich durchbluteten Leber 
in d-Milchsiure tibergefihrt. Die Milchséure, die dabei aus | 
Brenztraubensaiure entsteht, ist ebenfalls d-Milchsiure, eine 
Beziehung, die mit den friiher an den aromatischen Amino- 
siuren beobachteten Tatsachen iibereinstimmt. ‘Meine These’) 
Wine Alkoholsiure, welche im Organismus aus einer bestimmten 
Aminosaure primar durch die hydrolytische Desaminierung oder 
sekundir durch die der oxydativen folgende Reduktion ge- 
bildet wird, ist immer optisch aktiv, und zwar zeigt sie, un- 
abhingig von ihrer Bildungsweise, gleichgerichtete Drehung‘ 
l48t sich also wahrscheinlich auch auf die aliphatischen Amino- | 
siuren tbertragen. 


Aminosiure 
eo al Sie, 
re 


Ketonsiure => Alkohols&ure (voneiner bestimmten Drehung). 


Diese Untersuchungen wurden zum Teil mit Hilfe von 
Mitteln durchgefiihrt, die das Shiomi-Institut uns liebenswiirdiger- 
weise zur Verfiigung gestellt hat. Es ist uns daher eine an- 
genehme Pflicht, ihm dafiir unseren verbindlichsten Dank aus- 
zusprechen. 


1) Y. Kotake, Diese Zs. Bd. 122, 8. 243 (1922). 
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Enzymatischer Abbau und Aufbau der Kohlehydrate. I. 


| Phosphatumsatz und Glykogenspaltung in Muskel und Hefe. 


Von 


Hans v. Euler, Karl Myrbiick und Signe Karlsson. 
Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Dezember 1924.) 


ae 
—— 


Meyerhof faBt in seinem Nobelvortrag die chemischen 
Vorginge im arbeitenden Muskel folgenderma8en zusammen: 
»Wahrend der aniroben Arbeitsphase hiuft sich annaihernd 
proportional mit der geleisteten Arbeit Milchséiure im Muskel 
an. Gleichzeitig verschwindet eine entsprechende Menge 
Glykogen, wihrend die Menge niedriger Kohlehydrate, vor 
allem freier Glucose und der von Embden im Muskel ent- 
deckten Hexosephosphorséure sich nicht deutlich andert. In 
der zweiten oxydativen Phase dagegen schwindet die gebildete 
Milchsiure, wibrend eine ganz bestimmte Menge Extrasauerstoff 
aufgenommen wird, und zwar geht der Schwund der Milch- 
siure wihrend dieser Periode genau proportional dem Mehr- 
verbrauch an Sauerstoff.“ 

Die anaerobe Phase, welche uns hier zunichst beschiftigt, 
formuliert Meyerhof in folgender Weise: 

5/n-(CgHi.9s)n*) + 5H,0 + 8H,PO, 
—> 40,H,,0,(H,PO,), + CoH,,0, + 8H,0 
—> 80,H,0, + 8H,PO, + C.H1.%%. 

*) Glykogen. 





’) Meyerhof, Naturwissenschaften, 1924, Heft 10. 
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Die Klarlegung des Zusammenhanges zwischen dem bio. 
chemischen Kohlehydratabbau bei der anaeroben Spaltung in 
hdheren und niedrigeren Pflanzen, besonders ‘in der Hefe einer. 
seits und im tierischen Muskel andererseits, scheint uns von 
prinzipieller Bedeutung fir die Einsicht in die Zellfunktionen 
tiberhaupt zu sein und wir haben uns seit einiger Zeit damit 
beschaftigt, die Analogien, welche zwischen der Garungsspaltung 
in der Hefe und der anaeroben Kohlehydratspaltung in dem 
Muskel bestehen, herauszuarbeiten. 

In erster Linie ist es eine bemerkenswerte Tatsache, dai § 
das Lactacidogen, welches nach Embden und Laquer’) die 
Vorstufe der Milchsiure im Muskel bildet und mit dem Zymo- [ 
phosphat (Hexosediphosphorsiureester) identisch ist, in der 
Hefe, wie Harden?*) erkannt hat, eine wesentliche Rolle spielt. 

Ferner ist an beiden Reaktionen das gleiche Co-Enzym 
beteiligt (Meyerhof)*) und seine Einwirkung erfolgt in der & 
Veresterungsphase (Euler und Myrbiack).‘) 

Im folgenden wird iiber weitere Analogien zwischen dem 
Abbau in Hefe und im Muskel berichtet. Wir betrachten 
diese Versuche, welche sich an diejenigen von Embden und | 
von Meyerhof anschlieBen und dieselben durchaus bestitigen, | 
als Vorarbeiten zu einem Vergleich der in tierischen und § 
pflanzlichen Organen eintretenden, mit dem Zuckerabbau ver- § 
kniipften synthetischen Reaktionen. An anderer Stelle 7 
haben wir auf einen hierbei in Betracht kommenden energe- fj 
tischen Gesichtspunkt aufmerksam gemacht. Hier mag nu fF 
hervorgehoben werden, daB ebenso wie das Zymophosphat f 
auch das Glykogen, als eine Durchgangsphase des Kobhle- 
hydratstoffwechsels. der Hefe, im Muskel eine Reihe von ff 
Vergleichspunkten bietet. Schon vor langerer Zeit hat der 
eine von uns (H. v. Euler) auf die Rolle des Glykogens 





1) Embden u. Laquer, Diese Zs. Bd. 98, S. 94 (1914); Bd. 98, BF 
S. 181 (1917); Bd. 118, S. 1 (1921). 

*) Siehe Harden, Alcoholic Fermentation 8. Ed. (1923). 

5) Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, 165 und 102, 8. 185 (1918). 

*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 189, 8.15 (1924). Myrbick 
u. Euler, Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1078 (1924). 
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bei der normalen Zuckergirung der Hefe wieder aufmerksam 
gemacht.') Die Bedingungen, unter welchen der Muskel sein 
Glykogen aus dem vom Blut empfangenen Zucker bildet, scheinen 


| yon physikalisch-chemischen Gesichtspunkten aus gleichartige 


gu sein wie die bei der Glucosegirung durch Hefe. Unter 


'den sich hier ergebenden chemischen Fragen ist wohl die 


wichtigste die, ob die mit dem Glykogen in unmittelbarem 


| Gleichgewicht stehende Glucoseform, welche neben der in Be- 


tracht kommenden «-Form existiert, in beiden Fallen die gleiche 
ist, ebenso die Beziehung dieser Form zu Phosphat. Wir 
hoffen hierauf bald zuriickkommen zu kénnen. 


Versuchsbedingungen. 
Unsere Versuche sind teils mit Hefe, teils mit Muskel- 


fleisch angestellt. Als Hefe wurde teils die oft in friheren 


Untersuchungen beschriebene Oberhefe 2, teils unsere Unter- 
hefe H verwendet. Das Muskelfleisch wurde entweder Kanin- 
chen entnommen oder Ratten — es kam dann ein Stamm 
von weiben und schwarzen Ratten zur Verwendung, den wir 
Herrn Dr. Sopp in Kap verdanken. 

Die Haut der Tiere wurde nach Dekapitation und 
Ausbluten rasch abgezogen, die groBen Muskeln des Riickens 
und der Hinterbeine wurden abgetrennt und sofort auf einer 
von unten mit Kaltemischung gekihlten Glasplatte zerschnitten. 
Wir folgten dabei im wesentlichen den Vorschriften von 
Embden.?) 

Da die Verwendung von frischem Fleisch eine umstind- 
liche Vorarbeit jeder Versuchsreihe bedingt, haben wir ver- 
sucht, ein Muskeltrockenpraparat herzustellen. Dies ge- 
schah in folgender Weise: Das Kaninchen wurde entblutet, 
die Haut abgezogen und alle inneren Organe entnommen. Mit 
einer Schere wurden sofort Bein- und Riickenmuskulatur ab- 
geschnitten und es gelingt leicht, von einem mittelgroBen 
Kaninchen 800 g Muskelfleisch in wenigen Minuten zu sammeln. 
Das Fleisch wird sofort durch eine Fleischhackmaschine ge- 


1) Euler, Diese Zs. Bd. 89, 8. 887 (1914); Bd. 90, 8. 355 (1914). 
*) Embden, Diese Zs. Bd. 184, S. 248 (1924). 
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trieben und mit 2 Liter 96°/,igem, gut gektihltem Alkohol 
durchgeriihrt. Nach etwa 5 Minuten wird die Hauptmenge 
des Alkohols ausgepreBt und das Fleisch mit einem Liter 
Alkohol verrihrt. Nach etwa 10 Minuten saugt man diesen 
zweiten Alkoholzusatz ab, knetet den Muskelbrei zweimal mit 
je 500 com Ather in einer Schale und saugt den Ather 
scharf ab. Das Priparat kann entweder an der Luft auf 
Filtrierpapier oder im Vakuumexsiccator getrocknet werden. 
Es ist nicht hygroskopisch und kann lange aufbewahrt werden. 

Analytische Methodik. — Phosphorbestimmungen 
nach Schenk-Fiallung als Strychninphosphormolybdat.’) 

Kohlehydratbestimmungen nach Bertrand, wenn nitig, 
nach vorausgehender Hydrolyse. 

Glykogenbestimmung nach Pfliger. 

Milchsiurebestimmungen nach Hirsch-Kauffmann.?) 

Bei den Versuchen mit frischem Muskelfleisch wurde 
folgendermaBen verfahren: Annihernd gleiche Teile werden 
schnell in vorher mit Flissigkeit beschickte, gewogene Kolben 
gebracht, und das genaue Gewicht des Fleisches wird er- 
mittelt. Die Fliissigkeitsmenge war in den Muskelversuchen 
stets 5 ccm. Ein Kolben mit 4°/, HCl diente zur Bestimmung 
der beim Versuchsbeginn vorhandenen Phosphorsaure. Ein 
Kolben mit Wasser diente zur Bestimmung der wihrend des 
Versuches in Wasser abgespaltenen PO,. Parallelversuche 
wurden mit Salzlésungen angestellt. Die Versuchszeiten waren 
bei diesen Versuchen ziemlich kurz, kleiner als 4 Stunden. 
Die Versuche wurden durch Zusatz von 5 ccm 4°/,iger HCl 
abgebrochen und das Eiwei8 wurde mit HgCl, nach Schenk 
beseitigt. Nach einigen Stunden wurde filtriert und mit einer 
verdiinnten Schenk-Fliissigkeit nachgewaschen. Das Queck- 
silber wurde im Filtrat mit Schwefelwasserstoff gefallt, HgS 
wurde abfiltriert und ausgewaschen; der Schwefelwasserstoff 
wurde aus dem Filtrate mit Luft ausgeblasen. 

Der mit Strychnin-Molybdatreagenz nach Embden gefiallte 
Niederschlag wurde in Filtrierréhren nach Pregl gewogen. 





1) Embden, Diese Zs. Bd. 118, 8. 188 (1921). 
*) Hirsch-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, 8. 25 (1924). 
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Die Fallungsmethode wurde zuerst in Anwesenheit der 
in Betracht kommenden Substanzen gepriift; das Resultat war 
befriedigend und stimmte mit demjenigen von Embden itberein. 


A. Versuche mit frischer Hefe. 
Einflu8 von Natriumfluorid auf Oberhefe 2. 

5 g frische Hefe wurden in 50 ccm 0,5°/,iger NaF-Lésung 
aufgeschlammt. Nach verschiedenen Zeiten wurden die 5 ccm 
herausgenommen, und mit der Schenkschen Fallungsflissigkeit 
versetzt. Am niachsten Tage wurde filtriert und wie oben 
beschrieben weiter verfahren. 














Tabelle 1. 
Stunden |Niederschlag] mg P,O, Differenz 
0. 52,3 1,34 aa 
40,1 1,08 0,81 
7 _ 43,4 1,11 0,28 
22 51,5 1,82 0,02 











In voller Analogie mit den Muskelversuchen von Embden, 
die wir véllig bestitigen konnten’), finden wir hier in den ersten 


® Versuchsstunden eine Synthese von organischen Phosphor- 


verbindungen; nach lingerer Versuchsdauer tritt wieder eine 
Abspaltung von anorganischem PO, ein. 


EKinflu8 von NaF und CaCl, auf Unterhefe Z. 


In 5 com Liésung 0,4—0,5 g abgepreBte Hefe von 30 bis 
35°/, Trockengewicht. 














Tabelle 2. 
0,5 g Unterhefe H. Zeit 3 Stunden. 
Zusatz mg Fallung| mg P,O, 
64,7 1,66 

HOl . | 65,0 1,67 
Oe ig. hk es 67,5 1,73 
OA Mar. . . ... 44,5 1,14 
008 n-CaCl ... . 66,0 1,69 











) Euler u. Myrbick, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 86, 8. 295 (1924). 
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Die Abnlichkeit mit den Muskelversuchen ist auffallend. 
In Wasser tritt eine Abspaltung von freiem P,O, ein. In 
Fluoridlésungen dagegen eine starke Synthese. CaCl, hat, | 
wenigstens in dieser Konzentration, keine Wirkung. 

















Glykogenzusatz. 
Tabelle 3. 
0,5 g Unterhefe H. 8 Stunden, 
Zusatz mg Fallang mg P,O, 
a 64,8 1,66 
te. 67,5 1,73 
H,0 + 0,01 g Glykogen 69,1 1,77 
Be es ae 44,5 1,14 
NaF + 0,01 g Glykogen 44,6 1,14 








Dieses Resultat ist von dem des entsprechenden Muskel- 
versuchs vollig abweichend. Weder ohne noch mit NaF tritt 
durch Glykogen eine Anderung der Synthesegeschwindigkeit 
ein. Dies kann damit in Zusammenhang gesetzt werden, dai 
zugesetztes Glykogen von lebender Hefe nicht angegriffen wird. 

Man kénnte dann erwarten, daB vergirbare Zuckerarten [7 
mit Nak auf den Phosphatumsatz in der Hefe einen Einflus | 
ausiiben. In den folgenden Versuchen mit Zymohexosen zeigt 
sich indessen, daB dies nicht der Fall ist. 


Tabelle 4. 
0,4 g Unterhefe H. Zeit 5 Stunden. 














Zusatz mg Fallung| mg P,O, 
B.S : 45,9 1,18 
— .. ;. 54,8 1,40 
We. ees, 21,6 0,55 
NaF + 0,1g Glucose . 25,2 0,64 
NaF + 0,1g Fructose . 25,8 0,66 








Auch nicht bei Anwesenheit von NaF wird die Synthese 
gesteigert. | 

In der folgenden Versuchsreihe finden wir neue Belege 
fiir unsere Auffassang von der Natur der NaF-Wirkung. 


































Enzymatischer Abbau und Aufbau der Kohlehydrate. L 249 




















nd. | Tabelle 5. 

In 0,4 g Unterhefe H. 2,5 Stunden, 

at, 3 —— 

Zusatz mg Fillung| mg P,O, 

ite Sere en 28,9 0,61 
ae 52,5 1,84 
le 86,7 0,94 
0,08 n-CaCl . .. . 51,6 1,82 








Die Hefe war vor dem Versuche 24 Stunden in Rohrzucker- 
lésung gehalten. Dabei war der Glykogengehalt gestiegen und 
der Gehalt an freiem P,O, sehr niedrig, d. h. die gréBte Menge 
Phosphat war schon beim Versuchsbeginn verestert. Somit war 
die Spaltungsgeschwindigkeit wihrend des Versuches so groB, 
daB sie von NaF nicht in dem Grad erniedrigt werden konnte, 

). [| daB eine Synthese eintreten konnte. Daraus folgt, daB auch 
+, f im NaF-Versuch eine Spaltung eingetreten ist, allerdings viel 














it geringer als im Wasserversuch. Ubrigens sehen wir aus dem 
 f@ Versuch 4 die Wirkungslosigkeit des CaCl.,. 
d. 
. Bedeutung der NaF-Konzentration. 
8 oy In der folgenden Versuchsreihe tritt dieselbe Erscheinung 
yj fy) Zutage wie in den vorigen. (Spaltung in simtlichen Ver- 
suchen.) 
Tabelle 6. 
0,4 g¢ Unterhefe H. Zeit 4,2 Stunden. 
Zusatz mg Fillung| mg P,O, 

ee a2 14,2 0,86 

ae... Se ee 28,1 0,72 

0,001°/, NaF... . 28,7 0,74 

eo a 26,6 0,68 

ei he ek. 22,7 0,58 

ae ee 19,1 0,49 
e eas. 6: 24,5 0,68 








Die See der elicits erreicht bei etwa 0,2°,, 
e NaF ein Maximum. Abnliche Maxima der Ionenwirkungen 
treten auch immer in Embdens Versuchen auf. 
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B. Versuche mit Trockenhefe. 


In jedem Kolben 10 ccm Fliissigkeit. Dazu 1g Trocken- 
hefe H (aus der friher beschriebenen frischen Hefe bereitet), 
Zur P,O,-Bestimmung wurde 1 ccm der Mischung genommen. 
Die vergleichenden Selbstgirungsversuche sind mit denselben 
Mischungen ausgefihrt. 


Kinwirkung von NaF. 
































Tabelle 7. 
Selbstgirung. 
Minuten 
25 | 55 | 85 | 115 | 145 | 175 | 205 | 385 
H,O, ccm CO,} 1,0 | 5,0 | 12,1117,7 | 20,3 | 22,2 | 28,1 | 24/4 
NaF, ccm CO,}] 0,0 | — 0,0 | 0,05] — | 0,05| 0,05] 0,1 











Die Selbstgirung wird also von dieser Menge NaF’ villig 
gehindert. 

















Tabelle 8. 
Phosphatumsatz. 
: H,0-Versuch NaF-Versuch 
Minuten 
| mg Fallung | mg P,O, | mg Fallung | mg P,O, 

5 45,7 1,17 40,7 1,04 

90 59,4 1,52 33,9 0,87 
170 62,2 1,60 — - 29,6 0,76 














Wir finden also die bemerkenswerte Tatsache, daB die 
im Muskel und in lebender Hefe nachgewiesenen Verhiltnisse 
auch in der Trockenhefe bestehen. Noch deutlicher geht dies 




















Tabelle 9. 

H,0-Versuch NaF-Versuch NaF +0,1 g Glykogen 
Minuten mg mg mg mg mg mg 
Fallung | P,O, | Fallung P,O, Fallung P,O, 
5 42,8 1,10 87,1 0,95 36,8 0,95 
90 62,2 1,59 84,6 0,89 83,5 0,86 
235 69,4 1,78 26,1 0,67 23,9 0,61 
345 10,4 1,81 23,3 0,60 | 21,0 0,54 
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| aus der vorstehenden Versuchsreihe hervor, die auch aber den 
EinfluB von Glykogen AufschluB gibt. (Tab. 9.) 



































. Auch hier ist der EinfluB von Glykogen verschwindend. 
et), ‘ 
= Unsere Trockenhefe enthalt etwa 100 mg Glykogen in 1 g, 
ion aber nur etwa 10 mg P,O,. Es lag nahe zu untersuchen, ob 
eine groBere Synthese durch Zufuhr von P,O, erzielt werden i 
kénnte. Kin Versuch mit der 10fachen P,O,-Menge (p,=6,3) 
ergab indessen, daB die Synthese etwa den gleichen Betrag 
erreichte wie bei einem Versuch ohne Zusatz. 
“a Versuche mit Fructose. 
Tabelle 10. 
- 8,5 Stunden. 
4 Zusatz mg Fallung| mg P,O, | 
— Ce. 44,2 1,33 
1g BR eee 86,7 2,22 
| 0,5g Fructose ... 87,2 0,95 
ae 85,7 0,91 
NaF + Fructose . . 33,8 0,87 
4 Hier tritt das fir diese Trockenhefe eigentiimliche Ver- 
halten zutage, daB Fructose (Glucose _ auch ohne Gift 
io rasch verestert wird.’) 
C. Versuche mit Muskelfleisch. 
Tabelle ila. “ 
. Phosphatumsatz in Muskelfleisch. : 
€ Stunden Zusatz | secure P05 °/,-freies P,O, 
5 4 mg - 
HCl 0,69 56,3 0,219 
. 2 H,O 0,69 12,1 0,270 
0,5°/, NaF 0,57 40,6 0,182 if 
. HCI 0,65 49,5 0,196 & 
1 H,O 0,56 60,3 0,276 
NaF 0,64 39,9 0,160 














Mehrere ahnliche Versuche ergaben dasselbe Resultat: 
In Wasser findet eine Spaltung von vorhandenem Kohlehydrat- 


) Vgl. Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 139, 8. 15 (1924), 
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phosphorsaéureester statt, in aeninsee iaae erfolgt dagegen 
eine Synthese. | 
Tabelle 11b. 
Versuchszeit 3 Stunden. 


Die zu jedem Versuch abgewogene Fleischmenge wurde in 5 ccm der 
unten angegebenen Lisungen aufgeschwemmt. 























adie Eso — | FO, 

lo 

ima... 0,57 43,0 0,103 
bom Be. os es a 0,61 70,5 0,295 
4ecm NaF +1iecemH,O ... . 0,82 64,4 0,204 
4ccem NaF + 1 ecm Glykogenlésung 0,95 22,6 0,061 


Die in der Muskel unter der Einwirkung von NaF auf- 
tretende Synthese wird durch Glykogenzusatz in hohem Grade 
gesteigert (Em bden). 

Zwei Deutungen fir die Einwirkung des Natriumfluorids 
auf die Phosphatsynthese sind méglich: entweder wird die 
Synthese direkt aktiviert, oder es wird die Spaltung von Kohle- [| 
hydratphosphorsiureester so weitgehend gehemmt, daB dieimmer | 
vorhandene, mit geringer Geschwindigkeit verlaufende Synthese 
zur Geltung kommt. Wir neigen dazu, die letztere Alternative 
als die wahrscheinlichere anzunehmen und werden unten einige 
Belege dafiir angeben. 


Tabelle lic. 


Versuche mit Zusatz von Glykogen. 
Zeit 2 Stunden. 

















Zusatz : 7m 3 es °/,-freies P,0, 

‘ & mg _ pean 
i eas hh Ea 0,66 51,6 0,201 
BS Se 0,54 62,1 0,295 
NaHOO, (Puffer)... .{] Ore _ segs 
0,56 56,9 0,261 
0,01 g Glykogen . - . 0,57 63,2 0,285 
045% NaF... .. 0,56 87,8 0,178 
0,61 41,0 0,172 
0,66 22,6 “0,088 
NaF + Glykogen . . J one mg ris 
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en ) Tabelle 11d. 
| Zeit 2 Stunden. 
ane me sy Fallung | +1 teeles P.O, 
der ; mg | 
a — 0,66 51,6 0,201 
‘oe 0,58 66,7 0,294 
| me. 0,56 87,8 0,173 
= NaF + 0,05 g Siechies . 0,65 42,0 0,166 
NaF + 0,01 g Stérke . 0,68 46,2 0,188 
NaF + 0,01 g Glykogen 0,66 22,6 0,088 
Phosphatumsatz im Muskeltrockenpraparat. 
te Tabelle 12a. 
de — a) 0,2 g Priparat in 5 eem Flissigkeit. Versuchsdauer 4 Stunden. 
1s Seteih Fallung P.O, 
: mg lo 
ie 
. ieee) See, 2 ES 46,8 0,59 
oc on See ee 54,9 0,69 
se I 4eem NaF +icem H,O.... . 36,9 0,47 
ref 4cem NaF + 1 ccm 1°, Glykogenléeung 80,8 0,39 
30 Tabelle 12b. 


b) Derselbe Versuch mit einem anderen Trockenpriparat. 




















Zusats riiestatng POs 

: mg lo 

4 Sis ka a ce 53,0 0,68 
’ ee 61,7 0,79 
4 4cem NaF + 1 cem 1%, PRPBE CE bas 28,2 0,30 


Die Versuche zeigen, da8 auch in unseren Trocken- 
praparaten der Phosphatumsatz durch NaF und Glykogen in 
genau der gleichen Weise beeinfluft wird. 

Wir finden, daB keine der untersuchten Kohlehydrate auBer 
Glykogen eine Kinwirkung auf die Synthese mit NaF aus- 
zuiiben vermag. In Abwesenheit von NaF gibt kein Kohlen- 
hydrat eine Synthese. Es ist natiiriich dadurch nicht aus- 
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geschlossen, daS eine Umwandlung des Zuckers stattfindet, 
nur geschieht die Spaltung des Phosphorséureesters ungleich 
schneller als die Synthese. 


D. Spaltung von zugesetztem Zymophosphat. 


Versuchsreihe I. 


Tabelle 13a. 
Zeit 2,2 Stunden. 

















ats Muskelfleisch} Fallung . P,O,-frei 
& mg mg 
a 0,66 51,6 1,82 
BO... 0,58 66,7 1,71 
H,0 + 20 mg Srmesinnie 0,52 70,3 1,80 
NaF + 20 mg > 0,57 55,6 | = 1,42 








Das angewandte Zymophosphat war ein Praparat von | 
Bayer. Es enthielt ein wenig freies P,O,. In 20 mg Priparat | 
waren enthalten 0,14 mg P,O,. Mit Beriicksichtigung dieses 
Umstandes finden wir: 


Urspriingliche Menge P,O, in 0,5 g Fleisch . . . . 1,00 mg 
Aus 0,5 g Fleisch abgespaltete Menge. . . . . . 0,34 ,, 
Aus 0,5 g Fleisch + 20 mg Zymophosphat abgespaltete 
Menge: 
ek a a ee ee a Se Oe 
{wae at <r ec ee te sk ae ek 


Aus diesem Versuche sehen wir, da8 zugesetztes Zymo- 
phosphat vom Muskel gespalten wird und da8 diese Spaltung 
in hohem Grade durch NaF gehemmt wird. 


Milchsaurebildung aus Zymophosphat. 


Durch Embden und Mitarbeiter ist gezeigt worden, dab aus 
Zymophosphat (Lactacidogen)im Muskel Phosphorsiure und Milch- 
siure entstehen. Wir haben dariiber einige Versuche angestellt. 


\S a 


Versuchsreihe IL. ate 


1,20 g frisches Fleisch in 10 com Wasser. In einem Ver. 
such dazu 0,100 g fructosediphosphorsaures Natriumi.’) : 


1) Wir verdanken das Praiparat dem freundlichen aiifigthkommen 
der Farbenfabriken vorm. Fr. Bayer & Co., Leverkusen. 








arg 
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det, Tabelle 13b. 
eich Zeit 6,5 Stunden. 
P.O, | Milchsdure ' 
mg mg 
Ohne Lactacidogen . . 8,4 6,8 
Mit . mee 17,2 10,4 
Aus dem Lactacidogen 13,8 5,1 
ci Wie auch Embden bemerkt hat, finden wir, daB viel 
__ § weniger Milchsaiure entstanden ist, als dem abgespaltenen P,O, 
entspricht. 
Versuchsreihe ILI. 
Versuch 1 aims 
» 2 0,2 g Zymophosphat si esses 
on » 98 0,1 g Fructose + 0,1 g PO,, pq = 6,2 : 
rat Tabelle 13c. 
a Zeit 6 Stunden. 
S08 
Versuch | P,O, Milchsiure 
mg mg 
1 6,16 9,65 
2 22,10 18,5 
8 | =— 13,7 
Aus dem Lactacidogen 16 9 
n0- 
ng Auch hier steht die Milchsiurebildung hinter der Phos- 


phatabspaltung zuriick. Wir bemerken auch, daB aus Fruc- 
tose + Phosphat in derselben Zeit viel weniger Milchsaure ge- 
bildet wurde als aus Lactacidogen. 
4Us Es wurde untersucht, ob bei der PO,-Abspaltung etwa ein 
ch. — reduzierender Zucker entstehe. Da indessen auch Lactacidogen 
lt, § Fehlings Lésung reduziert, wurde es zuerst mit Bleiacetat 
 ausgefallt. Das Filtrat reduzierte nicht. 


er- | _ KE. Kohlehydratspaltung im Muskel. 
; a) Verschiedene Kohlehydrate. 
om © Im Muskel wird Glykogen in Milchsiure gespaltet. Setzt 


man noch Glykogen zu, wird auch dieses angegriffen, Bei 
-- Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, OXLIII. 17 | 
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der Spaltung sind Phosphate beteiligt. Setzt man geniigend 
Phosphat zu der Reaktionsmischung zu, gelingt es auch 
Hexosen in Milchsiure zu spalten (Meyerhof). Indessen ist 
die Geschwindigkeit, mit der die Kohlehydrate angegriffen 
werden, sehr verschieden. Glykogen wird viel schneller in 
Milchsiure verwandelt als andere untersuchten Kohlenhydrate. 
In letzter Zeit hat Laquer angegeben, daB die «- und 6-Formen 
der Hexosen mit sehr verschiedenen Geschwindigkeiten ge. 
spalten werden.') Wie in unseren Versuchen gezeigt werden 
soll, entsteht aus dem Glykogen zuerst ein reduzierender Zucker, 
der danach verestert und gespalten wird. Die Veresterung 
mit Phosphorsiure und die Milchsiurespaltung von diesem 
Zucker geschehen indessen so schnell, daB sie nicht von der 
Annahme erklart werden kénnen, der Zucker ware «-Glucose. 
Wir fahren einen Versuch an. , 


Versuchsreihe LV. 


Zu jedem Versuch: 


5 cem Flissigkeit. 

2°/, Phosphat py = 6,2. 

0,04 g Kohlehydrat. 

0,2 g Muskeltrockenpriiparat (Trockenmuskel). 


Tabelle 14. 
Versuchsdauer 6 Stunden. 














Zugesetztes Kohlehydrat ype ca i 
ge ae eee : 35,0 
Fructose ..... 35,0 
Rohrzucker ... . 3 34,0 
eg a | 85,1 
Soe. ek 87,0 
Glykogen . ... . etwa 1 





Die Bestimmung des Glykogens geschah nach der Pfliger- 
schen Methode. Da es miglich erschien, daB reduzierender 
Zucker hatte gebildet werden kénnen, der noch nicht verestert 


) Laquer, Diese Zs, Bd. 188, 8. 148 (1924). 











[- 
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worden war, wurde auch eine Bestimmung davon ausgefihrt. Sie 
ergab, daB 11,1 mg reduzierender Zucker noch unverestert waren. 

_ Dieser Versuch zeigt: 

1. daB Glykogen durch eine ,,Glykogenase“ in einen redu- 
zierenden Zucker gespalten wird, 

2. daB dieser Zucker viel schneller als alle wells unter- 
suchten Kohlehydrate verestert oder gespalten wird. 


b) Glykogenspaltung durch frischen Muskel. 
Es wurde zuerst der zeitliche Verlauf der Glykogen- 
spaltung verfolgt. 4 
Versuchsreihe V. 
Glykogen, nach Pfliiger bestimmt, als Glucose berechnet. 


Tabelle 15. 


100 mg Glykogen in 12,5 cem 2°/,iger PO,-Liésung, py = 6,3. 
6 g frisches Fleisch. 














Zeit (Stunden) er 
mg 
0 99,0 
2 29,8 
8,5 4,8 
16 0,0 





Da oben gezeigt worden ist, daB bei dieser Spaltung ein 
reduzierender Zucker auftritt, wurde in der folgenden | 


Versuchsreihe VI 
sowohl Glykogen als Zucker und Milchsiure bestimmt. 


Tabelle 16. 
200 mg Glykogen in 25 cem 2 °/,iger PO,-Liésung py = 6,3. 11 g Fleisch. 























Zeit Glykogen | Reduz. Zucker Milchsiiure Defizit 
gefunden gefunden 
Stunden 
mg mg mg mg 
0 238 0,0 84 a 
4,5 etwa 5 51,8 112 etwa 60 








Wir finden, daB wenn alles Glykogen (200 mg) ver- 
schwunden ist, 58 mg Zucker und 78 mg Milchsdure nen ge- 
17° 
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bildet sind. Etwa 60 mg von dem verschwundenen Glykogen 
befinden sich also in einer anderen Form und es ist leicht 
zu verstehen, da8 in dieser ziemlich starken PO,-Lésung ebenso 
viel Zucker wie Lactacidogen vorhanden sein kann. ?) 
Die 
Versuchsreihe VII 
zeigt dies Verhalten noch deutlicher. 


Tabelle 17. 
Dieselbe Mischung, 10 g Fleisch. (Fig. 1.) 





































































































Zeit Glykogen Glucose ‘ 
Minuten gefunden gefunden mnntare 
0 208 — 15 
80 136 28,9 52,1 
90 29 44,5 11,5 
220 0 41,0 98,2 
330 0 26,2 180,5 

= 
We: 
of Me tale 
bal 
x 
Ami 
v4 , Tx ‘ucose 
o 60 20 130 roe Bae 366 UR. 
Fig. 1. 


Wir sehen (am besten aus der | Figur), daB wenn alles 
Glykogen gespalten ist, nur etwa 50°/, davon in Milchsiure 
verwandelt worden ist, wihrend etwa 25°/, als reduzierender 





) Es muB hier bemerkt werden, da8 Lactacidogen auch ein wenig 
reduziert, und da8 also der Glucosewert ein wenig zu hoch sein diirfte. 








on 
ht 
80 
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Zucker wiedergefunden werden konnte. Die tibrigen 25°/, 
sind wahrscheinlich als Lactacidogen vorhanden. 


e) Glykogenspaltung durch Muskeltrockenpriparat. 
Versuchsreihe VIII. 


Tabelle 18, 
Zeitlicher Verlauf. 


Zu jedem Versuch 50 mg Glykogen und 0,5 g Trockenfleisch 
in 12,5cem 2°%,iger PO,, pq = 6,3. 














Zeit Glykogen gef. 
Stunden mg 
0 51,0 
3 10,2 
10 0,0 
23 0,0 





Die Spaltungsgeschwindigkeit des Glykogens (dh. die 
Tatigkeit der Glykogenase) ist also durch die Trocknung 


kaum vermindert worden. 


Versuchsreihe IX. 


Tabelle 19 (Fig. 2). 


Bestimmung von Glykegen, Zucker und Milchsiure bei der Trocken- 
fleischspaltung. Versuche bei verschiedenem px. 


100 mg Glykogen und 1 g Trockenfleisch in 25 ccm 2°/,iger PQ,. 














Zeit 7 Stunden. 
Pu Glykogen Glucose Milehsiure 
io mg me 
5,08 92,0 se ‘ 6,5 
5,88 82,7 17,8 8,0 
5,68 70,0 28,0 10,0 
6,2 42,9 38,3 12,7 
7,0 68,8 12,9 16,5 











Das p,-Optimum sowohl der Glykogenabnahme als der 


Bildung von Hexose liegt bei p,, = etwa 6,3. Dabei muB 








260 #=%H.v. Euler, Karl Myrbick und Signe Karlsson, 


natiirlich bemerkt werden, daB die Geschwindigkeiten dieser 
Reaktionen die Resultanten von mehreren anderen sind. Das 
Optimum der Milchsiurebildung scheint mehr alkalisch zu sein, 

































































400 
"Sy 
80 
7 
ae 
Pa ls 
slykogen 
| 4 
to 
Ahk 
a a 
20 A \ 
é _o-hs. 
-4-*7T i : 
Py * 7 
Fig. 2. 


Ubrigens zeigt sich auch hier, daB nicht unbetriichtliche 
Mengen von Zucker als Lactacidogen vorhanden sein miissen. 


Versuchsreihe X (Fig. 3). 
Tabelle 20. 


Versuche bei verschiedenen PO,-Konzentrationen. 
100 mg Glykogen und 1 g Trockenfleisch in 25 cem Lésung, py = 6,2. 














Zeit 10 Stunden. 
Phosphat zugesetzt Glykogen Glucose Milchs&ure 
*/o mg Bien. mg 
= 59,0 35,8 9,0 
0,4 51,0 32,2 | 11,5 
2,0 54,7 25,5 16,0 
4,0 58,9 24,8 12,5 
6,0 50,4 52,6 10,0 











Es zeigt sich, daB das Schwinden von Glykogen kaum 
von der PO,-Konzentration abhingig ist. Es war auch nicht 
zu erwarten, daB die Glykogenase von maBigen PO, -Konzen- 
trationen beeinfluBt werden sollte. 








er 
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Fig. 8. 


| EDie. Veresterung (d.h. das Schwinden der Hexose) und 
demzufolge die Bildung von Milchsiure aus dem Lactacidogen 
besitzen dagegen ein ausgesprochenes Optimum bei etwa 8 "he 
Phosphat: Es ist bemerkenswert, daB die Veresterung der 
Zymohexosen durch Hefe ein Optimum bei etwa der gleichen 
PO,-Konzentration ecw 


d) Uber die L8slichkett der Enzyme in Trockenfleisch. 
Versuchsreihe XI. 


5g Trockenfleisch wurden mit 100 ccm 2°/,iger PO,- 
Lésung 4 Standen geschiittelt. Danach wurde filtriert, der 
Riickstand wurde ausgewaschen. Es wurden danach in jedem 
Versuche 100 mg Glykogen in der gewdhnlichen Weise teils 
mit dem Extrakt, teils mit dem Riickstand und teils mit 
beiden behandelt. 


bis Tabelle 21. 

















pai Zeit | Glykogen gef.| Glucose gef. | Milchsdure gef. 
Stdn. mg mg mg 
; 0 108 0,0 9 
20 cem Filtrat : — = ben 
0 96,3 0.0 2.5 
1 ? ; ? 
g Riickstand 18 98,7 0,0 2,1 
20 ccm Filtrat 
+1g Ritckstanaf| *° 45,6 80,9 13,5 














1) Myrbick, Diese Zs. Bd. 189, S. 86 (1924). 
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Die Muskelglykogenase ist vollstindig in Lésung gegangen, 
Das veresternde Enzym dagegen findet sich im Riickstand. 
Dieses Verhalten erinnert sehr an das der Trockenhefe, wo dic 
Phosphatese sich nur in unbedeutendem Grade auswaschen 
laBt. Ob beim Trockenfleisch eine lésliche Co-Zymase bei der 
Veresterung mitwirkt, miissen weitere Versuche ergeben. 


F. Uber die Muskelglykogenase. 
Versuchsreihe XII. 


Es wurde untersucht, ob Starke durch die Muskel- 
glykogenase gespalten wurde. | 

200 mg Starke wurden in 25 ccm 2°/, iger Phosphatlésung 
gelést. p,, = 6,3. Dazu wurde 1 g Trockenfleisch gesetzt. 
Nach 22,5 Stunden waren 96 mg Zucker (als Maltose berechnet) 
gebildet worden. 

Versuchsreihe XIIL 

Es wurden die Spaltungen von Glykogen und Starke mit 

und ohne NaCl-Zusatz bei p,, = 6,3 verglichen. 


Tabelle 22. 


Zugesetzt | Gefunden 











ne ee Wane nee 


288 mg Glykogen 66 mg Glucose 
296 mg Stirke 83 mg Maltose 
296 mg Stirke + 0,5 g NaCl 83 mg Maltose 


Keine Einwirkung von NaCl, was darauf beruhen kann, dab 
das Praparat schon vorher die ndtige Kochsalzmenge enthielt. 


wo) 
a 


alee \ 
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Versuchsreihe XIV. 
Pu*Kurve der Muskelamylase. 
96 mg Glykogen in 2°/,iger PO,-Lésung, 25 com Volumen, 
10 com Extrakt von 10g Trockenfleisch in 200 com Wasser. 
Zeit 24 Stunden. 














- Tabelle 23. 
Pu Glucose 
mg 
5,10 11,9 
5,66 - 16,5 
6,19 21,9 
6,45 24,0 
6,66 23,7 
6,85 23,7 
7,28 22,5 
7,82 15,9 





In der Figur 4 ist die p,,-Kurve ausgezogen, die mit Kreuz 
bezeichneten Punkte gelten nach Sherman, Thomas und 
Baldwin fiir Pankreasamylase. Die p,-Kurven sind identisch. 





Anhang. 
Uber das Verhalten von Muskelenzymen zu 
Brenztraubensaure. 


Da bei der alkoholischen Girung der Hefe nach Neuberg 
bekanntlich die Carboxylase eine hervorragende Rolle spielt, 
haben wir das hier untersuchte Muskelfleisch von Ratten auch 
mit Brenztraubensiure gepriift. Proben von Trockenhefe, 
Trockenmuskel und frischer Muskel wurden in einer Lésung 
von 2°/, KH,PO, in 0,005 n-Brenztraubensiure aufgeschwemmt. 
Durch 0,5g Trockenhefe wurde in 1 Stunde die Brenztrauben- 
siure volistindig zersetzt. Weder durch 1 g Trockenmuskel 
noch durch 3g frische Muskel (Ratte) wurde indessen eine 
meBbare CO,-Entwicklung hervorgerufen. ') 


1) Uber das Aciditits-Optimum der Carboxylase siehe Euler u. 
Karlsson, Biochem. Zs. Bd. 130, S. 550 (1922). 
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Nun greift die Carboxylase der Hefe nach Annahme jy 
eine der letzten Stufen der alkoholischen Garung ein. Wenn 
die Spaltung, die zu Miichsiure fihrt, in eben der Stufe yon 
der alkoholischen Girung abweicht, wo Milchsdure anstat; 
Brenztraubenséiure entsteht, so ist unser obiger negativer Be. 
fund an sich nicht auffallend. Natiirlich bleibt auch noch 2 
untersuchen, wie sich unser Muskelmaterial unter solchen Be. 
dingungen, wie sie Neuberg und Gottschalk (Biochem. Zs, 
Bd. 146, S. 164 und Bd. 147, 8. 582 (1924)] gewahlt haben, 
gegen Brenztraubensiure verhilt. 














Molekilverbindungen 
der Aminoséuren und Diacipiperazine. z 


Beitrag zur Konstitution der Eiwei8kérper, 
Yon 


Paul Pfeiffer und Olga Angern. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1, Januar 1926.) 





Durch die jiingsten Arbeiten von Herzog’), Abder- 
halden, Bergmann’), Karrer‘) und ihren Mitarbeitern haben 
sich ganz neue Gesichtspunkte zur Frage nach der Konstitution 
der KiweiBkérper ergeben. 5) 

So stellt sich mehr und mehr heraus, daB sich beim Auf- 
bau der KiweiBkérper die einzelnen Aminosiuren nicht nur 
zu offenen Polypeptidketten miteinander vereinigen, sondern 
auch zu cyclischen Gebilden, zu Diacipiperazinen (Herzog, 
Abderhalden) und vielleicht auch zu Oxazolinen (Berg- 





1) R. O. Herzog, Naturwiss. Bd. 11, S. 172 (1928); Diese Zs. Bd. 134, 
S. 299 (1924). — R.O. Herzog u. R. Brill, Liebig, Ann. der Chem. 
Bd. 484, S. 204 (1928). 

*) E. Abderhalden u. W. Stix, Diese Zs. Bd. 129, 8. 148 (1928). 
— E.Abderhalden u. E.Komm, Diese Zs. Bd, 189, S. 181 (1924); 
Bd. 140, S. 147, 181 (1924). — E. Abderhalden u. E. Schwab, Diese 
Zs. Bd. 140, S. 169 (1924). 

*)M. Bergmann, Naturw. Bd. 12, 8.1155 (1924). — M. Berg- 
mann u. A. Miekeley, Diese Zs. Bd. 140, S. 128 (1924). . | 

*) P. Karrer u. Ch. en Helv. chim. Acta Bd. 7, S. 763 
(1924), - 

5) Siehe auch K. Hess, Zs. f. Elektr. Ba. 26, §. 282 .(1920).. — 
E.Stiasny, Kollegium 1920, S. 255; Science Bd. 57, 8. 483 (1928). 
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mann, Karrer). Nachdem zuerst Herzog im Verlauf seine 
Arbeiten tiber die krystallinische Struktur der Seide den mab. 
gebenden Anteil der Diacipiperazine am Aufbau der Eiweif. 
kérper, speziell der Seide, betont hatte, konnte Abderhalden 
durch neuartige Abbaumethoden den sicheren chemischen Nach. § 
weis ihrer Bedeutung fiir die Eiwei8struktur erbringen, Oxazoline 
sind zwar noch nicht als EiweiBabbauprodukte aufgefunden 
worden, doch lassen ihre Higenschaften den Schlu8 zu, dai 
auch ihr Ringgefiige am Aufbau der Eiweibkirper beteiligt ist. 

Besonders wichtig aber erscheint mir der in letzter Zeit 
mehrfach geiuBerte Gedanke, daB sich der Aufbau der Eiweif. 
kérper so vollzieht, daB relativ kleine Einzelmolekiile gleicha — 
oder verschiedener Art durch Nebenvalenzkrifte (Restaffinititen) f 
zu gréBeren Molekularverbinden miteinander verkntipft sind, f 
daB also die KiweiBkérper zur groBen Klasse der Molekiil- 
verbindungen gehdéren. 

Ist diese Ansicht von der Konstitution der EKiwei8kérper, 
fir die Abderhalden, Bergmann, Herzog u. a. manche 
triftige Griinde anfihren, richtig, so mu8 sich nachweisen 
lassen, daB die eigentlichen Bausteine der Hiweifkirper, dic 
Aminosauren, Polypeptide, Diacipiperazine usw. charakteristische | 
Restaffinititen besitzen, daB sie sich unter Bildung von Molekiil- 
verbindungen miteinander vereinigen kénnen. : 

DaB die Aminosiuren, Polypeptide und Diacipiperazine 


Restaffinititen fir Neutralsalze besitzen, habe ich bereits [9% 


in einer gréBeren Zahl von Arbeiten gezeigt. Von den be- 
treffenden Verbindungen seien hier nur die Vereinigungen des 
Glycinanhydrids mit Lithiumchlorid und Calciumchlorid an- 
gefihrt): 

"HCH, 0, 2LiCl, 2'/,H,0, 

H,—NH 
nia cH CaCl,, 2H,0. 


Uber das Verhalten der Diacipiperazine gegen organische 





1) P. Pfeiffer u. J. v. Modelski, Diese Zs. Bd. 81, §. 829 (1912); 
Bd, 85, S. 1 (1913). — P. Pfeiffer u. Fr. Wittka, Chem. Ber. Bd. 48, 
S. 1806 (1915) usw. | 
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Verbindungen liegt bisher nur eine Arbeit von Powarin und 
ag. ( Tichomirow aus dem Jahre 1920 vor’), die anscheinend in 
aif. fe ganz anderem Zusammenhang ausgefihrt worden ist; nach 
ibr vermag Glycinanhydrid Molekiilverbindungen mit mehr- 
ch. (4 wertigen Phenolen zu geben. 

ing Uns selbst gelang es, eine Vereinigung von Glycinanhyarid 
mit Salicylsiure zu erhalten, der sich eine gut krystallisierte 
laf fe Verbindung des Anhydrids mit der aromatischen Aminos&ure 
Anthranilsaure anschlieBt: 


eit fe ell a OP : 
_ coc” mame COOH , 
her & HW < 
en) f CH,—NH 

od, ag cH, < ie 

iil. NH, 


DaB es sich hier um einfache Anlagerungsprodukte handelt, 
geht daraus hervor, da8 sich z. B. die Anthranilsiureverbindung 


durch Erwirmen mit Alkohol leicht in ihre Komponenten zer- 
ie legen laBt. 
he Ganz analog wie Glycinanhydrid verhalt sich nik Sarkosin- 
. anhydrid, so daB dem Iminwasserstoff keine prinzipielle Be- 

deutung fiir die Bildung der Molekiilverbindungen zukommt. 
a Von den Sarkosinanhydrid-Verbindungen. wurden zunachst 
te die folgenden beiden (mit Anthranilsiure und p-Aminobenzoe- 
4 siure) isoliert: 

CH, 
Bg _AH,-N ‘ 
1 0C< x CH, Co, COOH , 
H, H, 





‘ 1) Chem. Zbl. 1924, III, S. 857; Referat nach einer 1920 in RuBland 


erschienenen Arbeit. aS | 
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Sie sind gut krystallisiert;. ihre Zusammensetzung wurde 
durch Aufnahme der Schmelzdiagramme sichergestellt. 


Unsere Versuche Glykokoll- oder Sarkosinanhydrid mit § 


natiirlichen Aminosiuren zu Molekiilverbindungen zu. ver. 
einigen, hatten erst Erfolg, als wir zum Indolderivat Trypto. 
phan tbergingen. 

Wir fanden zunidchst, daB schon der Grandkérper des 
1-Tryptophans, das Skatol, mit Sarkosin eine krystallisierte 
Molekilverbindung von der Formel: 


CH, 


| 
CoM 99 : ~“~—— C-CH, 
-Weias ba 
bu, u 


gibt, deren Zusammensetzung analytisch und durch Aufnahme 
der Schmelzpunktskurve festgelegt wurde. Da8 sich auch 
1-Tryptophan selbst mit Sarkosinanhydrid zu vereinigen vermag 


zeigte dann die Tatsache, daB die Lislichkeit des Tryptephans Ff 
in Wasser durch Zusatz von Sarkosinanhydrid ganz erheblich § 
vergréBert wird. Wahrend 5ccm Wasser bei Zimmertemperatur f 
rund 0,073 g 1-Tryptophan lésten, wurden von 5 cem Wasser, § 
dem 2 Millimole = 0,28 g Sarkosinanhydrid zugesetzt waren, f 


0,20 g 1-Tryptophan gelést. 

SchlieBlich gelang es uns, die Verbindung von Sarkosin- 
anhydrid und Tryptophan in krystallisierter Form zu isolieren; 
sie enthalt auf 1 Molekiil Anhydrid 2 Molekiile Aminosiure: 

— 


ow x CH,—CH—COOH 


CH,— 
Oe oo, % 
Sa LI NE, 
CH, Hi 


iiber ihre Darstellung wird in der nichsten Mitteilung be- 
richtet werden. 


Aus diesen Versuchen geht wohl zur Geniige hervor, dab 


die Diacipiperazine nicht nur gegen Neutralsalze, sondern auch — 





‘) Solche Léslichkeitserh$hungen scheinen mir zum Verstindnis 
des Verhaltens der Peptone von wesentlicher Bedeutung zu sein. 


<a BC, wm ge 


an wn. mm tee eet: tet ol Cee 
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gegen Aminosiiuren charakteristische Restaffinititen besitzen, 
so daB nicht daran zu zweifeln ist, daB beim Aufbau 


der Eiwei8kérper Nebenvalenzabsattigungen eine 
| wesentliche Rolle spielen. : 


Die Versuche werden fortgesetzt. Sie sollen vor allem 
auf weitere Diacipiperazine und Aminosiuren ausgedehnt 
werden. Auch soll festgestellt werden, an welchen Stellen der 
Komponenten die Restaffinititen lokalisiert sind. Sollte sich 
unsere Vermutung bestatigen, daB der Siureamidcharakter der 


; Diacipiperazine bei der Bildung der Molekiilverbindungen eine 


maBgebende Rolle spielt, so werden sich an unsere Verbindungen 
die interessanten Kiisterschen Vereinigungen des Gallenfarb- 


| stoffes Bilirubin mit. Aminosaiuren') anschlieBen, da ja Bilirubin 


af den Saéureamiden (Lactamen) gerechnet werden muB. 


Versuchsteil. 
1. Glycinanhydrid—Anthranilsdure (1:2). 
: C,H,O.N,, 2C,H,0,N. 
Man lost 0,1 g Glycinanhydrid und 0,1 g Anthranilsaure 


unter Erwirmen in 21/, ccm Wasser und 148t langsam erkalten. 
Die Krystallisation setzt bald ein. Man filtriert die Krystalle 


| aus der noch warmen Lisung ab und erhialt so glanzende, 


harte, breite Nadeln, die an der Luft getrocknet werden. Der 
Schmelzpunkt liegt bei 183—184° (Proben I und I). Zur 
gleichen Verbindung vom gleichen Schmelzpunkt kommt man 
auch bei Anwendung von 0,1 g Anhydrid, 0, 15 g Anthranil- 
siure und 3 com Wasser (Probe III). 

_ Wird die Molekilverbindung mit 95°/,igem Alkohol ge- 
kocht, so bleibt der gréBte Teil des Anhydrids ungelést zuriick, 
wahrend sich die Anthranilsiure im Alkohol auflést. Aus der 
alkoholischen Lisung scheiden sich beim Eindampfen Krystalle 
der Anthranilsiure vom Schmelzp. 144° (Literaturangabe 
145°) aus. 

Zur Analyse wird die Substanz 15 Stunden lang neben 
P.O, getrocknet. 





1) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 140. S. 40 (1924). 
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I. 8,884 mg Substanz gaben 0,412 cem N (16°, 755 mm), 

Il. 8,446mg si, » 0,422-com N (14°, 754 mm). 

III. 8,467 mg . 5,5 0,486 cem N (17°, 754 mm). 
Ber. N 14,44°%,  Gef. I. N 14,509, IL N 14,45°%, TL N 14,699), 


2. Glycinanhydrid—Salicylsaure (1:2). 
C,H,O.N,, 2C,H,0,. | 

Man la8t eine heife Lisung von 0,1 g Glycinanhydrid und 
0,18 g Salicylsiure (Mol.-Verh. 1: 1,5) in 3ccm Wasser langsam 
erkalten. Es scheiden sich lange, breite, weiche Nadeln aus, 
die seidig glinzen und bei 194—195°, unter vorhergehendem Ff 
Erweichen bei 189°, schmelzen. 


2,942 mg Substanz gaben 0,186 cem N (18°, 752 mm). 
Ber. N 7,18, Gef. N 1,34 %/ 


8. Sarkosinanhydrid—Anthranilsaure (1: 2). 
C.H,,0,N,, 2C,H,0,N. 

Man schmilzt vorsichtig 0,1 g Sarkosinanhydrid und 0,1 ¢ 
Anthranilsiure zusammen und list die erstarrte Schmelze in 
1 ceom heiBem Alkohol. Beim Erkalten scheiden sich gleich- [ 
maBbig ausgebildete kompakte, kurze Prismen aus, die bei 
120—122° schmelzen. 

5,068 mg Substanz (iiber P,O, getrocknet) gaben 0,582 cem N (22°, 

767 mm). : 
Ber. N 13,46°, Gef. N 13,41°/, 

Durch Aufnahme der Schmelzpunktskurve der Kompo- 
nentengemische konnte die Zusammensetzung der Molekiilver- 
bindung bestatigt werden. Bei 66 Gewichtsprozenten Anthranil- 
siure ist ein ausgesprochenes Temperaturmaximum von 123° 
vorhanden. Kine Verbindung (1:2) enthalt 65,87°/, Anthranil- 
siure. *) 


4, Sarkosinanhydrid-p-Aminobenzoesaure (1: 1). 
? C,H,,0,N,, 10,H,0,N. 
Man schmilzt vorsichtig 0,1 g Sarkosinanhydrid und 0,05 ¢ 
p-Aminobenzoesaiure zusammen, 1é6t erkalten und lést dann die | 





1) Die Schmelzpunktskurven werden in der niichsten Abhandlung 
mitgeteilt. 
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erstarrte Masse in 1 ccm heiBem Alkohol. Beim Erkalten 
krystallisieren feine, zu Fachern angeordnete, einheitliche 
Nadelchen aus, deren Schmelzpunkt bei 140—143° liegt. 


5,024 mg Substanz (iiber P,O, getrocknet) gaben 0,644ccem N (19°, 
165 mm). 
Ber. N 15,07 °, Gef. N 15,08 °/, 


Durch Aufnahme der Schmelzpunktskurve der Kompo- 


9°), 


oa nentengemische wurde das analytische Resultat bestitigt. Das 

7 Temperaturmaximum der Schmelzkurve lag bei rund 50°/, 

en [) Aminobenzoesiure. Kine Verbindung (1:1) enthalt 49,1°%, 
dieser Saiure. 

5. Sarkosinanhydrid—Skatol (1:2). 
C,H,,0,N,, 20,H,N. 

Man erhalt diese Verbindung in gut ausgebildeten Prismen 

vom Schmelzp. 122—123°, wenn man ein Gemisch von 0,15¢ 

1g Sarkosinanhydrid und 0,2 g Skatol in 1 ccm heiBem Alkohol 


lést und die Lésung in einem Kélbchen der ruhigen Krystalli- 

ch. | sation tiberlast. 

‘ Erwirmt man die Verbindung mit 10°/,igem Alkali, so 

| scheidet sich das freie Skatol auf der klaren Fliissigkeit als 
helles Ol ab, welches beim Abkihlen erstarrt. Nach dem 


Fy SR eaten is AAA kv 3 Gade? Sa ret te 3 
«So Sis Bi rian Eo er aes pee rigs 











9 0 
de Umkrystallisieren aus Alkohol liegt der Schmelzpunkt des 
Skatols bei 94° (Literaturangabe 95°). 
D0- 4,429 mg Substanz (iiber P,O, getrocknet) gaben 0,529 ccm N (23°, 
er- 171 mm). 
iil- | Ber. N 18,86°/, Gef. N 13,97°/, 
8 0 Die Aufnahme der Schmelzpunktskurve der Gemische von i 
i]. | Sarkosinanhydrid und Skatol ergab ein deutliches Temperatur- H 
Maximum von 121° bei einem Skatolgehalt von 65°/,. Fir ( 
| ene Verbindung 1:2 wiirden sich 64,85°/, Skatol berechnen. ? 
bg i 
ing i 
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Beitrige zur Kenntnis der Bestandteile einiger 
Laubholzblatter. 


Von 


K, Fricke. 





[Aus dem Agricultur-Chemischen Laboratorium der Eidgen. Techn. Hochschule Zirich.\)] 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Januar 1926.) 








Die vorliegende Abhandlung ist ein Auszug aus einer 
Arbeit, welche in der Zeit vom Wintersemester 1912 bis ein- 
schlieBlich Sommersemester 1914 entstanden ist und als Disser- 
tation bestimmt war. 

Es wurden die Blatter der Rotbuche (Fagus silvatica), 


des Ahorns (Acer pseudoplatanus) und der Stiel- oder Sommer- | 


eiche (Quercus robur) einer Untersuchung unterzogen. 

Die Blatter wurden noch griin Ende September und An- 
fang Oktober 1912 in Adlisberg bei Ziirich vom Baum ge- 
pfliickt, im folgenden Jahre junge Blatter vom Degenried Ende 
Mai und im Juli besorgt, wofiir wir Herrn Férster Peter fir 
seine Miihewaltung zu Dank verpflichtet sind. Die Blitter 
wurden zuerst ausgebreitet und an der Luft getrocknet, daun 
bei 40—50° C in einem groBen Lufttrockenschrank weiter 
getrocknet, schlieBlich in einer Drogenmihle grob gepulvert. 
Die gepulverten Blatter wurden in gut verschlossenen Flaschen 
auf bewahrt. 


I. Vergleichung alter und junger Laubblatter beziiglich 
Wasser-, Stickstoff-, Rohfaser- und Aschegehalt; Gegeniiber- 
stellung der Aschenanalysen. 

a) Die ermittelten Wasser-, Stickstoff-, Rohfaser- und 
Aschengehalte waren folgende: 


) Die Arbeit wurde auf Veranlassung von E., Winterstein aus 
gefihrt. : 








_ ae >. 
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Laubholzblatter. 
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Beitrige zur Kenntnis der Bestandteile einiger 
Laubholzblatter. 


Von 


K. Fricke. 





[Aus dem Agricultur-Chemischen Laboratorium der Eidgen, Techn. Hochschule Zirich.\) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Januar 19265.) 





Die vorliegende Abhandlung ist ein Auszug aus einer 


Arbeit, welche in der Zeit vom Wintersemester 1912 bis cin. & 


schlieBlich Sommersemester 1914 entstanden ist und als Disser- 
tation bestimmt war. 

Es wurden die Blitter der Rotbuche (Fagus silvatica), 
des Ahorns (Acer pseudoplatanus) und der Stiel- oder Sommer- 
eiche (Quercus robur) einer Untersuchung unterzogen. 

Die Blatter wurden noch griin Ende September und An- 
fang Oktober 1912 in Adlisberg bei Ziirich vom Baum ge- 
pfliickt, im folgenden Jahre junge Blatter vom Degenried Ende 
Mai und im Juli besorgt, wofiir wir Herrn Férster Peter fir 
seine Mihewaltung zu Dank verpflichtet sind. Die Blatter 
wurden zuerst ausgebreitet und an der Luft getrocknet, dann 
bei 40—50° C in einem groBen Lufttrockenschrank weiter 
getrocknet, schlieBlich in einer Drogenmiihle grob gepulvert. 
Die gepulverten Blatter wurden in gut verschlossenen Flaschen 
auf bewahrt. 


I. Vergleichung alter und junger Laubblatter beziiglich 
Wasser-, Stickstoff-, Rohfaser- und Aschegehalt; Gegeniiber- 
stellung der Aschenanalysen. 

a) Die ermittelten Wasser-, Stickstoff-, Rohfaser- und 
Aschengehalte waren folgende: 





1) Die Arbeit wurde auf Veranlassung von E, Winterstein aus 
gefihrt. 
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Blatter aus der Mitte der Vegetationsperiode ergaben: 


K. Fricke, 





sated 



































Buchen- | Ahorn- | Eichen. 
x blitter, | blatter, | bitter, 
lo eingeg. | eingeg. | eingeg. 
18. Juli | 18. Juli | 18. Juli 
Wasser bei 100—105° C 10,08 9,12 9,48 
MMR oo a oe 4,71 6,85 4,20 
Asche, ber. auf Trockensubstanz 5,24 1,54 4,64 
Wasser bei 40—50°C . 59,16 65,36 60,32. 
Guasthooo oe eee 2,11 2,72 2,51 
Gesamt-N, ber. auf Trockensubstanz . 2,35 8,00 2,77 
Rohfaser . ae ee , — —_ 19,38 
b) Die Analyse der Blatteraschen ergab: 
Buchenblitter Ahornbliatter Eichenbliitter 
%/o 
Stad. I | Stad. IT} Stad. I | Stad. Il | Stad. I | Stad. Il 
C. 0,76 | 2,20 | 0,84 | 0,97 | 0,54 | 1,78 
SiO, 6,44 | 18,00 | 8.48 | 183,95 | 2,79 | 1211 
CaO . 26,93 | 29,24 | 16,84 | 86,58 | 10,56 | 26,85 
MgO. . 9,02 | 654] 7,50 | 618 | 9,75 | 6,79 
Alkalien . . | 24,96 | 14,98 | 39,28 | 17,86 | 42,97 | 21,86 
en 8,10 | 4,86 | 17,81 | 4,94 | 18,89 | 7,21 
Shae 8,44 4,87 | 17,42 5,02 | 18,80 7,25 
0, . 5,05 | 4,76 | 7,06 |. 620] 499 | 4,13 
Fe,0, . 1,04 | 0,82 vi ~~ ite on 




















Die Bestimmung der Gesamtphosphorsaiure in der Asche 
der am 18. Juli im Laboratorium eingegangenen Blatter ergab 
in 100 g Asche: 








Buchenblitter | Ahornblitter Eichenblitter 








P.O, 5,58 5,98 8,12 











Fir die Bestimmung von Kalk und Magnesia wurde die FF 
Phosphorsiure in bekannter Weise mittels FeCl, abgeschieden, 
und dieser Niederschlag zur Bestimmung von P,O, mittels 
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" Ammonmolybdat benutzt. Der Gesamtalkaligehalt wurde auf 
— — K,O berechnet (s. Abderhalden, Biochem. Arbeitsmethoden 
n- Bd. I, 8. 410). 
er, Unsere Untersuchungen haben dargetan, daB die bereits 
i yon Tucker u. Tollens’) und Ramann u. Swart?) wu. a. 
behauptete Abwanderung der Pflanzennihrstoffe Kalium, Stick- a 
stoff und Phosphorsiure in den Stamm vor dem Laubfall vor 
sich geht. 

Ferner ist bewiesen, da8 die Anhiufung von N-Verbin- 
dungen in den jungen Blattern vor der Blite am stiarksten 
ist. Schon Ramann u. Bauer’) fanden, daB die Blatter zu 
ihrer Entwicklung eines hohen Aufwandes von N-Verbindungen 
bedirfen, wovon, wie André‘) an Castanea nachwies, ein 
groBer Teil in Form wasserléslicher Verbindungen vorhanden 
=f sein soll. 
er Es steht nach diesen Untersuchungen ebenfalls fest, da8 der 
ae Gehalt an Kalk und Kieselsiure, welche zum Teil als geriist- 
is bildende Substanzen aufzufassen sind, mit dem Altern der 
8 Blatter zunimmt, der Gehalt an Magnesium, das im Chloro- 
‘1 phyllmolekiil enthalten ist, mit dem Altern der Blatter ab- 
nimmt; dasselbe scheint auch bei dem Schwefelgehalt derselben 


6 | Zuzutreffen. : 
1 & Ebenso kénnen wir die an der japanischen Teepflanze von 
5 § Keller, Makino und Ogasuwara‘) gemachten Beobachtungen 


bei Buchen- und Ahornblittern bestitigen, ein Ansteigen der 
Trockensubstanz und des Aschegehaltes mit fortschreitendem 
Alter sowie eine Differenz im Rohfasergehalt, der sich bald 





. konstant einstellt. 

Um ein Bild von dem Phosphorsauregehalt der Blatter 
selbst zu erhalten, haben wir zunachst ihren Gehalt daran auf 

r 

— 1) Tucker u. Tollens, Chem. Ber. Bd. 22, 8. 2575 (1899). 

*}Ramann, Landw. Versuchsst. Bd. 76, S. 157 u. 165 (1912); 

N. Swart, Die Stoffwanderung in ablebenden Blaittern. Jena 1914. 

is *) E. Ramann u. H. Bauer, Jahrb. wiss. Bot. Bd. 50, 8. 67 (1911). 

_ 4) G@. André, C. R. Bd. 155, S. 1526 (1912). 
D, | *) Keller, Makino u. Ogasuwara, Landw. Versuchsst. Bd. 33, 
ls HS. 870 (1887). : 


a Fe a 
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K. Fricke, 


die Trockensubstanz, dann den Prozentgehalt, auf das Frisch- 
gewicht bezogen, berechnet. 





pommel 























100 g Substanz Buchenblatter Ahornblitter Eichenblitter 
enthalten Gramm | g+o4.1 | Stad. II] Stad. I | Stad. II] Stad. I | Stad. 11 
Ges.-P,0,, ber. auf 

Trockensubst. . | 0,34155| 0,2795 | 1,3229 | 0,4128 | 1,0610 | 0,3745 
Gesamt-P,O, der 

Blattsubst. - . |0,1080 | 0,1290 | 0,5887 | 0,0778 | — | 0,1315 











Um das so gewonnene Bild zu vervollstindigen, wurden 7 
die wichtigsten Zahlen iiber den Mineralstoff der Blatter, ber. 
auf Trockensubst. im Stadium I (junge) und Stadinm II (alte) 
einander gegeniibergestellt. 


























of, Buchenblitter Ahornblitter Eichenblatter 
der Trockensubst. | g+.4 1 | Stad.II| Stad. I | Stad.II| Stad. I | Stad. Il 
MgO... 0,873 | 0,409 | 0,563 | 0,512 | 0,549 | 0,352 
K,0, ber. Alkal.. | 1,562 | 0,985 2,950 | 1,479 | 2,419 | 1,182 
P.O, . . . . . | 0,842 | 0,280 | 1,828 | 0,412 | 1,061 | 0,875 
SO, . . .. . | 0,298 | 0,209 | 0,581 | 0,518 | 0,281 | 0,214 
Gesamt-N . . . | 2,50 | 1,88 | 3,91 | 237 | 3,94 | 2,8 











II. Stickstoff- und Phosphorsdureverteilung in den jungen und 
alten Blattern. 


Nachdem wir so tiber die Gesamtmenge an Stickstoff und 
Phosphorsiure Aufschliisse erhalten hatten, entstand die Frage, 
in welcher Form beide in den Blattern vorhanden sind. 

Der EiweiBstickstoff wurde nach Stutzer bestimmt, und, 
im Filtrat, ‘welches auf etwa 50 ccm konzentriert und bis 5°/, 
schwefelsauer gemacht wurde, die Basen mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt. In der Fallung wurde dann die N-Bestimmung 
nach Kjeldahl vorgenommen. 

Die Verteilung des Stickstoffs in jungen und alten Blattern 
stellt sich wie folgt dar: 
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eh. Buchenblitter Ahornbliatter Eichenblitter 
0 

Z : Stad. I | Stad.I1| Stad. I | Stad.11] Stad. I | Stad. IL 

a Mittlerer Gesamt-N | 2,44 1,675 | 3,80 2,23 8,66 2,16 

T Gesamt-N, ber. auf 

ot Trockensubst. .| 2,50 | 1,88 | 3,91 | 2,87 | 3,94 | 2,86 
ae 218 | 1,55 | 308 | 1,98 | 818 | 1,85 

a KiweiB-N . . 206 | 158 | 335 | 195 | 326 | 1,88 
Mitt]. EiweiB-N, ber. 

r a, Trockensubst. | 2,28 1,71 3,32 2,07 8,47 2,02 

Bees { 0,16 | 0,04 | 0,11 | 0,09 | 0,16 | 0,086 

“ 0,11 | 0,03 | 0,18 | 0,10 | 0,11 | 0,07 
Mittl. Basen-N, ber. | 

er, a. Trockensubst. | 0,136 | 0,038 | 0,124 | 0,105 | 0,145 | 0,086 

te) Aus den oben mitgeteilten Versuchsergebnissen ersieht man, 

daB das Mehr an Stickstoff in den jungen Blattern gegentiber 
ee den alten Blaittern sowohl auf Rechnung des Eiweib- wie des 

+ [2 Basengehaltes zu setzen ist. 

— Die Verteilung des Phosphors bzw. der Phosphorsadure in 

a | den Blattern festzustellen, ist ein recht schwieriges Problem, 

a da die vorliegenden Methoden zur Bestimmung des Phosphat- 

ions, der Phosphatidphosphorsiure und der Inositphosphorsaure 

nicht einwandfrei sind. 

) Trotzdem wurde bei den Blittern aus der Mitte der 
Vegetationsperiode ein Versuch zur Bestimmung der Phos- 
phatidphosphorsiiure unternommen, indem der gesamte Ather- 

id lésliche Extrakt gesammelt und, mit Soda—Salpetergemisch 
gemengt, verascht wurde. 

: 0/ Buchen- | Ahorn- | Eichen- 

blatter | blitter | blitter 

, & Gesamt-P,O,, ber. auf Trockensubst. . 0,291 0,451 0,377 

) [fp Phosphatid-P,0,, ber. auf Iufitr. Sbst. { ec ues cies 

r Deseive im Mittel 2. 2 ws kn 0,0505 | 0,0508 | 0,045 

B Prozent von der Gesamt-P,0,'). . . | 17,30 12,04 11,94 





1) Diese Zahlen wiirden sich durch Berechnung auf die Trocken- 
substanz (leider fehlen die entspr. H,O-Bestimmungen) 


erhéhen, 








noch etwas 
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Es erscheint danach als sicher, daB nur ein verhiiltnis. 
maBig kleiner Teil der P,O, als Phosphatidphosphorsiure vor. 
liegt. In welcher Form der ganze Rest der Phosphorsiure 
gebunden ist, ist nicht festgestellt. Nur vermuten laBt sich, 
daB in den Blaittern aufer den nachgewiesenen Phosphatiden 
inositphosphorsaure Salze vorhanden sind. 

Wir haben auBerdem gefunden, daS Phosphorsiure in 
Form von mit Ammoniumnitratlésung extrahierbaren Phos. 
phaten in den Blittern der mittleren Vegetationsperiode (vom 
18. Juli) vorhanden ist. In den lufttrockenen Blattern des 
Ahorns wurden 0,082°/,, in den Eichenblattern 0,102°/, P,0, 
ermittelt. Diese Bestimmungen kénnen nur als ungefihr 
quantitativ angesehen werden, da auf nochmaliges Ausziehen 
verzichtet wurde. Wir haben uns in dieser Frage an dic 
Arbeit von E. Schulze und N. Castoro [Diese Zs. Bd. 41, 
S. 477 (1904)] angelehnt. 


III. Untersuchung der atherléslichen Bestandteile der Blatter. 


Der aitherische Auszug aus den Blattern muBte das Chloro- | 
phyll, Phosphatide, das Fett und das ihre Oberflache iber- 
ziehende Wachs enthalten. Wir stellten uns die Aufgabe, die 
Natur der drei letztgenannten Substanzen zu erforschen. 

Kinen Hinweis boten die Arbeiten R. Willstatters?) iiber 
die Isolierung des amorphen Chlorophylls. Willstaitter ldste 
den Atherischen Extrakt in Aceton, verdiinnte die Acetonlisung 
in bestimmtem Verhiltnis allmahlich mit Wasser, so daB das 
Chlorophyll kolloidal gelést wurde. Die so erhaltene Lisung 
schiittelte er mit einer gréBeren Menge Ather zweimal_ nicht 
zu heftig durch. Dabei gingen neben etwas Chlorophyll alle 
in verd. Aceton nur suspendierten Anteile in den Ather, 
wahrend das Chlorophyll in der kolloidalen Liésung blieb. 

Die Anwendung dieses Isolierungsprinzips auf die bei 
40—50° C getrockneten und gepulverten Blatter hatte folgende 
Ergebnisse. Beim Auflésen des Riickstandes des atherischen 





1) R. Willstitter, Untersuchungen tiber Chlorophyll (Methoden 
und Ergebnisse) 8. 74 ff. 
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Extraktes in kaltem Aceton blieb ein betrichtlicher Teil jedes- 
mal ungelést. Von diesem wurde abfiltriert, und der Riick- 
stand auf dem Filter mehrfach mit Aceton ausgewaschen. 
Diese Substanzen waren nur zum Teil in Ather léslich (auch 
wenn man unter Riickflu8 mit Ather digerierte). Es verblieb 
schlieBlich nach dem Auswaschen mit kaltem Aceton ein gelb- 
grimer Riickstand. Die Reinigung desselben wurde nach dem 


| Trocknen im Vakuum durch Auflésen in 95°/,igem heiBem 
| Alkohol bewirkt, wobei ein brauner, phosphathaltiger Riick- 


stand am Boden des GefiBes haften blieb. Aus der heiSen 
alkoholischen Lésung schied sich der geléste Kérper mit heller 
Farbe und flockig wieder aus. Nach vélligem Erkalten wurde 
er an der Pumpe filtriert. Dann wurde diese Reinigung mehr- 
mals wiederholt, bis eine schwach gelbgefarbte Substanz beim 
Trocknen im Vakuum erhalten wurde. Unsere Vermutung, 
daB es sich um das Blatterwachs handle, wurde durch die 
Analyse bestatigt. Die Substanz hatte die Eigenschaften und 
ungefahren Konstanten des Bienenwachses. Fiir geringe Ab- 
weichungen der Konstanten bietet die Art der Reinigung, frak- 
tionierte Fallung, eine hinreichende Erklirung. 

Der oben erwihnte, in Alkohol unlésliche Riickstand 
wurde nach dem Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure in 
der Reibschale gepulvert, mit Ather und heiBem Alkohol aus- 
gezogen. Er zeigte nach der Reinigung einen geringen Phos- 
phorgehalt und stellt vielleicht eine eigentiimliche Adsorptions- 
verbindung von Wachsteilen an das Blatterphosphatid dar. 

Dieses Phosphatid gewannen wir in folgender Weise. Da 
aus Arbeiten von E. Schulze und E. Winterstein und ihrer 
Mitarbeiter bekannt ist, daB Phosphatide aus atherischer Lésung 
durch viel Aceton gefallt werden, so konzentrierten wir die 
Stherische Lésung auf 20—30ccm und gaben unter Lis- 
kiihlung allmablich so lange Aceton hinzu, bis eine weitere 
Fallung nicht mehr zu bemerken war. Es waren dafir 500 
bis 600 ccm Aceton erforderlich. Uber Nacht hatte sich die 
Fallung als braune oder gelbe Schicht am Boden des Kolbens 
abgeschieden. Es wurde mit Aceton ausgewaschen und obige 
Operation nochmals wiederholt. 
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Die Substanz wurde im Vakuum getrocknet und ergab 
beim Verbrennen mit Soda und Salpeter einen starken Phos. 
phorgehalt (Molybdatfallung). Ebenso wurde in bekannter 
Weise ein erheblicher Stickstoffgehalt festgestellt. Es lag also 
ein Phosphatid vor. Die atherische Lésung zeigte eine rein 
gelbe Farbe, der Kérper war also chlorophyllfrei. Da nur 
wenig Substanz erhalten worden war, wurde auf eine weiter- 
gehende Reinigung verzichtet. : 

Die vorerwahnte Ather—Acetonlésung wurde durch Ab. 
destillieren von Aceton bis auf etwa 250 ccm konzentriert. 
Diese wurden mit 800 com Wasser sukzessive verdiinnt, und 
die entstandene, kolloidale ChlorophyJlésung mit 500 ccm Ather 
2mal ausgeschiittelt. In den Ather ging neben etwas Chloro- 
phyll das Blattfett. Der Ather wurde abdestilliert, das Ge- 
wicht des Riickstandes, der vorsichtig getrocknet wurde, fest- 
gestellt. 

Die Verseifung des Fettes wurde nach der von E. Ritter’) 
angegebenen Vorschrift vorgenommen, wobei die geringe Menge 
anhaftenden Chlorophylls nicht beriicksichtigt wurde. Die Ver- 
seifung erfolgt mit Natriumalkoholat in alkoholischer Lésung, 
diese wird in der Schale zur Trockne gebracht, die Seife mit 
der 11/,fachen Menge reinen NaCl und so viel Wasser ver- 
setzt, daB beides gelést ist. Es wird auf kleiner Flamme 
eingedampft. Der Riickstand wird bei 80°C im Trocken- 
schrank getrocknet, pulverisiert und nochmals tiber Schwefel- 
siure getrocknet. Dann wird daraus durch 8 stiindiges Extra- 
hieren mit Ather im Soxhletapparat das Phytosterin gewonnen; 
das Glycerin scheidet sich an den Wandungen des Gefibes 
aus der aitherischen Lésung ab. 

Es wurde auch so gearbeitet, daB die erhaltene Seife in 
Wasser gelist und die wiBrige Lésung im Scheidetrichter 
mehrmals ausgeithert wurde. Zur Scheidung der beiden 
Schichten wurde NaCl hinzugefiigt. Zur Isolierung der Phyto- 
sterine wurde dann, da Chlorophyllzersetzungsprodukte, Seife 
und Glycerin von denselben getrennt werden muBten, die erste 





1) Diese Zs. Bd. 34, S. 456 ff. (1902). 
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Liésung, welche am wenigsten Verunreinigungen enthielt, ge- 
g. trennt von den iibrigen verarbeitet. Zur Entfernung von Seife 
er wurde 2mal mit Wasser ausgeschiittelt, dann wurde auf ein 
30 kleines Volumen, schlieBlich im Vakuum vollends eingedunstet, 
in wobei eine braune, salbenartige Masse als Riickstand verblieb, 
ir in welcher unter dem Mikroskop nadelférmige Krystalle zu 
r- fe erkennen waren. Wir zogen die Masse 3 mal mit kaltem 

Methylalkohol aus, den Riickstand mit Ather. Aus der Ather- 
»- fey lésung krystallisierte sofort das Phytosterin aus. Die auf dem 
+, Filter gesammelte Substanz wurde zur Entfernung eines sie 
d begleitenden orangegelben Farbstoffs mit ganz wenig Ather 
or gewaschen und aus Methylalkohol umkrystallisiert. Am Rande 
)e schied sich der Farbstoff, in der Mitte eine gelbe, krystalli- 
2. nische Masse ab, welche die Cholesterinreaktionen gab. Zur 
t- fe Erzielung besser ausgebildeter Krystalle wurde die fast farb- 

lose Substanz in wenig Alkohol gelést, der Lésung wurden 
1) einige Tropfen Wasser zugesetzt. Ks wurde lose zugedeckt 
e stehen gelassen, wobei sich farblose Blaittchen und Nadeln 
- [i ausschieden. 


fee 
Pet 


it fe A. Griine Ahornblatter (eingeliefert am 8. Oktober 1912). 
t 1. Das Phosphatid. 
e Erhalten wurden 1,6 g Phosphatid von gelbbrauner Farbe, 
- in welchem qualitativ P und N nachgewiesen worden waren. 
- 0,2540 g Phosphatid gaben 0,0188 g Mg,P,0,, entspr. 4,72°/, P,O, 
. oder 2,06 °/, P. 
— N-Bestimmung nach Kjeldahl. 4 
; Ee 0,2066 g Substanz verbrauchten 0,4 cem n/5-H,SQ,. 
Gef. 0,54 °/, N. | 

D Da es von Interesse war, einen etwa vorhandenen Zucker- 
gehalt festzustellen, wurde der Rest des Phosphatids durch 
n 1'/,—-2 stiindiges Kochen mit 6 °/,iger Schwefelsiure gespalten. 
“ Von den ausgeschiedenen Fettsauren wurde auf ein gewogenes 
Q Filter abfiltriert, und diese gut ausgewaschen und bestimmt. 
e Das Filtrat wurde auf 200 ccm aufgefillt. 

Angewendet: 0,4800 g Phosphatid. 

Gefunden: 0,2710 g Fettsiiuren, entspr. 63,02 %,. 
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In 100 ccm des so erhaltenen Filtrats, welches neben 
Glycerinphosphorséure und der Base den Zucker enthaltep 
muBte, wurde nach Neutralisation mit Natronlauge mit Fehling- 
scher Lisung der Gehalt an reduzierender Substanz ermittelt, 


Gef. pro 200 ccm 0,226 g Cu, entspr. 0,0185 g Dextrose = 8,14 °), 
vom Phosphatid. 


2. Das Bliitterwachs. 
Es wurden folgende Konstanten gefunden: 


wee == 31,7 
Verseifungszahl . . . . = 94,1 
Eetermahl. 202 bos ss ome 
Dee 6 ak as = 15,64. 


Aus 1 g Wachs, das rein gelb war und einen Schmelz. 
punkt von 67—70° C zeigte, wurde nach Verseifung und Aus- 
athern sowie Filtrieren der triiben Seifenlésung und Zersetzen 
der abfiltrierten Kaliseife mit n/2-Salzsiure Cerotinsaure ab- 
geschieden. Sie schmolz bei 79—80° C. 

Da nur 0,1 g Substanz erhalten worden war, so iibergaben 
wir dieselbe zur mikroanalytischen Untersuchung Herrn Dr. 
H. Lieb, Assistenten an der Universitat Innsbruck, dem wir 
folgende Zahlen verdanken. 


4,555 mg Substanz gaben 5,415 mg H,O und 13,295 mg CO,. 
Fir Cerotinsiure C,,H,,0,. 
Ber. 79,02, C  18,17°/, H 
Gef. 19,61 18,30 
Aus dem Filtrat des cerotinsauren Kali wurden durch 
n/2-HCl die Fettsiuren frei gemacht und durch Ausithern der 
Lésung gewonnen. Nach Verdunsten des Athers verblieb eine 
sehr kleine Menge von Fettsiuren von salbenartiger Konsistenz. 


3. Die beim Reinigen des Wachses erhaltene, in Alkohol und Ather 
schwer lésliche Substanz. 

Diese wurde bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum ge- 
trocknet. Sie war von brauner Farbe. Wir beschrankten uns 
darauf, den Phosphorsiuregehalt quantitativ und den Stick- 
stoff qualitativ festzustellen. 

0,8000 g Substanz ergaben 0,0072 g Mg,P,0,, entspr. 0,63 °/, P. 
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en 4, Die aus dem Blitterfett gewonnenen Phytosterine. 
en Schmelzpunkt der blittrigen, farblosen Krystalle 182° C 
- [ (unkorr.). Der Schmelzpunkt der Nadelchen konnte, da zu 
lt. J wenig Substanz vorlag, nicht ermittelt werden. 
% Das Gemisch der Phytosterine, welches vor dem Um- 
krystallisieren aus Alkohol vorlag, hatte den Schmelzp. 128 
| pis 182°C (unkorr.). Es gab folgende Reaktionen: 

a) Die in Chloroform geléste Substanz gab mit Schwefel- 
siure vom spez. Gew. 1,76 eine blutrote Farbung. 

b) Die Chloroformlésung derselben zeigte mit konz. Schwefel- 
siure und Essigsiureanhydrid eine blaue, allmahlich in Griin 
ibergehende Farbung. 

a c) Nachdem die Substanz mit etwas konz. HNO, versetzt 
8 worden war, verblieb nach Verdampfen der Siure auf dem 
n Wasserbade ein gelber Riickstand, dessen Farbe sich auf Zu- 
b- satz von NH, noch vertiefte. 

Dadurch waren die isolierten Kérper ausreichend als 
mn Phytosterine charakterisiert. 


ir B. Untersuchung der aus dem 2, Atherextrakte (s. 0.) 
der griinen Ahornblatter erhaltenen Substanzen. 


Die am 8.10. 12 eingelieferten Ahornblatter waren zur 
weiteren Entfernung der itherléslichen Anteile nochmals mit 
diesem Lésungsmittel ausgezogen worden. 


1, Das Phosphatid. 

Die gelbe bis gelbbraune Substanz, von welcher etwa 2,3 g 
# erhalten worden waren, war, im Vakuum getrocknet, deutlich 
hygroskopisch und zeigte einen eigenartigen Fettsiuregeruch. 
Nach der Isolierung war sie nach einiger Zeit schwerer in 

Alkohol léslich, was auf leichte Zersetzlichkeit deutete. 
Die Untersuchung ergab q 
6,06 °% PO, : % 4 
oder 2,65°/, P 3 a 
und 0,45, N. 4 
Durch Kochen mit 6°/,iger Schwefelsiure unter Riick- 

fiv8 erhalten 


.t 


52,77 °/, Fettsiuren. 


284 K. Fricke, 


Das Filtrat der Fettsiuren gab mit Phosphorwolframsiure 
eine weiBe Fallung, die mit Natronlauge gekocht, einen eigen. 
tiimlichen Geruch entwickelte, welcher nicht der des Trimethy|. 
amins zu sein schien. | 


2. Das Blitterwachs. 

Ks wurden etwa 2,4 g Wachs aus dem zweiten Extrakt 
erhalten. Die Reinigung erfolgte wie oben. Wieder verblieh 
ein brauner, phosphorhaltiger Riickstand beim Lésen in 
95 °/,igem Alkohol, woraus durch weiteres Ausziehen wit 
heiBem Alkohol und Dekantieren der heiSen Lésung noch er- 
hebliche Mengen Wachs erhalten wurden, die besonders unter- 
sucht wurden. Die Zusammensetzung desselben wich erheb- 
lich von der des zuerst isolierten Anteils ab. 

MRE ke tb 9 ee 
Verseifungszahl. . ... . 114,1. 

Die Seifenlésung wurde wie im ersten Falle untersucht. 
Etwa 2g ergaben 0,0746 g Cerotinsiure vom Schmelzp. 79°C. 

Aus 2,036 g Wachs konnten 0,1448 g unverseifbare An- 
teile isoliert werden, entspr. 7,11 °/,; Schmelzp. 65—68° C. 

Es wurde aus der Seifenlésung wieder eine geringe Menge 
Fettsiuren von salbenartiger Beschaffenheit abgeschieden. 


3. Der Phosphor enthaltende, beim Lésen des Rohwachses in heifem, 
95°/,igem Alkohol verbleibende unlésliche Riickstand. 


Der nach Auskochen mit Alkohol erhaltene Riickstand 
wurde unter Riickflu8 mit Ather ausgezogen aut ein Filter 
gebracht und mit Ather gewaschen. 


0,3000 g Substanz gaben 0,0096 g Mg,P,0,, entspr. 0,89°/, P 


C. Untersuchung der aus dem Atherextrakte der 
griinen Buchenblatter (eingeg. am 8. 10. 12) erhaltenen 
Substanzen. 

Es wurden 2,7 kg bei 40—50° getrocknete und pulverisierte 
Buchenblitter mit Ather extrahiert. 


1. Das Phosphatid. 


Aus dem erhaltenen Riickstand gewannen wir nur 0,5 g 
Phosphatid durch Fallen mit Aceton aus der Atherischen 
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Lésung. Wir priiften einen Teil des Filirats auf Phosphor- 
siure; er enthielt davon nur Spuren, die vor dem Laubfall 
gesammelten Buchenblattern enthielten also nur eine sehr ge- 
ringe Menge eines Phosphatids. Die Substanz wurde bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,2500 g Substanz gaben 0,0070 g Mg,P,0,, entspr. 1,75 °/, P,O, 


oder 0,78 °/, P. 
0,2080 g Substanz wurden nach Kjeldahl verbrannt. 


Gef. 0,405 °/, N. 


Das Phosphatid zeigt einen auffallend geringen Phosphor- 
gehalt. 

2. Das Blitterwachs. 

Bei der Isolierung desselben verwendeten wir auch 95°/,- 
igen Methylalkohol als Lésungsmittel. Wieder verblieb ein 
phosphorhaltiger, brauner Riickstand. 

Das Wachs hatte folgende Konstanten: 


meinen... 6 onc bo Saba ee 
A a er 
ra ere 


IV. Die Autolyse der Blatter unter Wasser. 


Je 1 kg gefallene Buchen- und Ahornblitter aus Schwamen- 
dingen (eingegangen am 11.10.12) wurde am gleichen Tage 
zerkleinert und zur Autolyse angesetzt. Dies geschah, indem 
sie in 5 bzw. 4 Liter Leitungswasser, dem 0,1°/, Natrium- 
fluorid zugesetzt war, suspendiert wurden. Zur Erzielung des 
vélligen Luftabschlusses wurde der Boden der Flaschen mit 
Chloroform, die Oberfliche mit Toluol bedeckt. Die Flaschen 
wurden mit Pergamentpapier gut verschlossen und bei 40 bis 
50° C etwa 2 Monate 25 Tage der Autolyse unterworfen. 

Die am Ende der Zersetzungsperiode vorgenommene 
Untersuchung nach Kjeldahl ergab bei den Buchenblattern 
0,658 g N, bei den Ahornblittern 1,4168 g N in der ge- 
samten Autolysenfliissigkeit. 

Es wurde in einem anderen Teil der filtrierten Autolysen- 
flissigkeit der EiweiB- und Basenstickstoff bestimmt, indem 
in bekannter Weise durch Kupfersulfat und Natronlauge die 
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Hiwei8-, mit Phosphorwolframsiure die Basenfallung vor. 
genommen wurde. 
Es wurden in der gesamten Flissigkeit festgestellt: 




















Eiwei8-N | Basco 











Gefallene Buchenblitter . ...... 0,098 g 0,161 g 
» Mmbemiier ke 0,1792 g 0,4648 g 


Obwohl die Menge der mit Phosphorwolframsiure {fill- 
baren Basen sehr gering war, wurde doch eine Trennung der. 
selben in der restlichen gesamten Autolysenfltissigkeit der Ahorn- 
blatter versucht. Es wurde in der 5°/, Schwefelsiure ent- 
haltenden Fliissigkeit die Gesamtmenge der Basen mit Phos- 
phorwolframsiure gefallt, die Fallung ausgewaschen und mit 
Barytwasser zerlegt. 

Es wurde in bekannter Weise ein Gemisch von Purin- 


kérpern und Cholin isoliert. Arginin, Lysin und Histidin - 


konnten nicht aufgefunden werden. 

Die EiweiBkérper dieser Blatter werden also durch die 
darin enthaltenen Fermente und anhaftenden Bakterien nur 
wenig abgebaut. 


V. Versuch zur Isolierung der nach Extraktion mit Ather in 
den Blattern verbliebenen alkoholléslichen Anteile, ausgefihrt 
an grinen Ahornblattern. 


Die mit Ather extrahierten, griinen Ahornblatter, welche 
am 8. Oktober 1912 im Laboratorium eingeliefert wurden, 
waren zunachst auf die Anwesenheit von Fehlingsche Lésung 
reduzierenden Substanzen gepriift. worden. 

1. Etwa 5 g Substanz wurden mit etwas weniger als 
500 com 50°C warmen Wassers durchgeschiittelt, die Liésung 
bei 15°C auf 500 com aufgefillt und dann wurde in 100 ccm 
filtrierter Lésung die Dextrose nach Allihn ermittelt. 

Gef. fiir 1 g Substanz 0,1846 g Cu, entsprechend 0,0945 g Dextrose 
=: 9,45°/,. | 

2. 100 ccm der Lésung wurden mit 5°/,iger Schwefelsiure 
1/, Stunde lang gekocht, und dann wurde darin der gesamte 
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yr. — Zucker (die vorhandene Glucose und die durch Hydrolyse 
entstandene Dextrose) bestimmt und auf Dextrose umgerechnet. 

Gef. fiir 1 g Substanz 0,2602 g Cu, entsprechend 0,1847 g Dextrose 
= 18,47°/,. Also durch Hydrolyse erhalten 4,02°/, Dextrose. 

2.2 kg griine, mit Ather extrahierte Blatter wurden zur Ent- 
= § fernung der letzten Chlorophyllreste nochmals 10—15 Stunden 
im Thérnerschen Apparat mit Ather ausgezogen, der Riick- 
stand, auf Papier ausgebreitet, getrocknet. Dieser wurde etwa 
ll- | 2Stunden mit 6 Liter 95°/,igem Alkohol ausgekocht. Die tiber- 
t- & stehende Flissigkeit wurde nach dem Erkalten filtriert, der 
n- § Rickstand mit der Presse abgepreBt und zum zweiten Male 
i B mit 8 Liter 95°/,igem Alkohol ausgekocht. Die gereinigten 
s- §& Extrakte wurden vereinigt. Zur Abstumpfung der von Pflanzen- E 
it — siuren stark sauer reagierenden Flissigkeit wurde Barium- : 

carbonat hinzugefiigt und die Hauptmenge Alkohol abdestilliert. " 
0- —& Die konzentrierte Liésung wurde in vier flachen Porzellan- 
in schalen unter stetem Riihren mit einem Turbinrihrer auf 
dem Wasserbade zum dicken Sirup eingedunstet, der im 
le Exsiccator aufbewahrt wurde. 
rf Der Sirup wurde mit 300 ccm 95°/,igem Alkohol durch- 
gearbeitet und mit 1'/,—2 Liter Ather versetzt. 

Mit dem nun verbleibenden Riickstande wurde nach Ver- 
in dunsten des Alkohols im Vakuumexsiccator, wie folgt, ver- 
rt — fahren. Da die sirupjse Masse nur z.T. in Wasser léslich 

war, kochten wir sie mit 17/, Liter Wasser auf dem Wasser- 


e bade auf. Vom Ungelésten wurde immer in der Weise ge- i 
1, trennt, daB die klare Flissigkeit aus einem Standzylinder ae 


g abgehebert wurde. | 

Die Flissigkeit reagierte gegen Lackmus stark sauer. 
s Daher versetzten wir sie so lange mit verdiinnter Barytlisung, 
g bis sie neutral war. Ein weiterer Zusatz brachte eine Fallung 


" hervor. Da wieder ein schwer zu filtrierender Niederschlag pe 
vorlag, wurde durch Stehenlassen geklirt und abgehebert. plies 
¢ | Die zuerst erhaltene Lésung wurde von der Waschfliissigkeit a 


getrennt verarbeitet. Die erstere wurde mit basisch essig- 
e saurem Blei versetzt, bis keine Fallung mehr auftrat. Wir 
8 beseitigten dadurch KiweiSkorper, Bitter- und Gerbstoffe. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLIII. 19 
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Das gelbgefarbte Filtrat wurde zur Ausfallung von Bary: & 
und Blei mit Schwefelsiure in geringem UberschuB versetzt, | 
wodurch auch Essigsiure frei wurde. Die tiberschiissige 
Schwefelsiure und der gréBte Teil der Essigsiure wurde mit 
Barytlésung abgestumpft, und von den Fallungen abfiltriert, 

Die Flissigkeit war noch etwas essigsauer. Die grofte 
Menge des Wassers und ein Teil der Essigsiure wurde im 
Vakuum abdestilliert, und die konzentrierte Lisung auf dem 
Wasserbade vollends zur Sirupdicke eingedampft. Der Riick. 
stand hatte einen. an Aminoséuren erinnernden Geruch und 
wurde unter einer Glasglocke aufbewahrt. 

Eine Probe der vorigen kouzentrierten Lisung wurde mit 
Essigsiure und Phenylhydrazin versetzt und erwirmt. Es 
wurde ein gelbes Osazon gefallt, das, einmal aus wenig Alkohol 
umkrystallisiert und getrocknet, den Schmelzp. 195—196° C 
zeigte. 

Die oben erw&hnten Waschwisser wurden ebenso be- 
handelt. Die Hauptmenge des nach obigem Verfahren erhaltenen 


Sirups betrug 269 g. Die weitere Untersuchung muBte seiner- 


zeit abgebrochen werden. 


Zusammenfassung. 


Im ersten Teil der Arbeit wurde durch unsere Unter- 
suchungen die Auffassung bestitigt, daB in den jungen Blatt- 
organen eine Anhiufung der spezifischen Pflanzennihrstoffe, 
des Stickstoffs, des Kalis und der Phosphorsaure stattfindet, 
welche nicht tiber die Zeit der Bliite hinausreicht. Es scheint 
in ihnen auch ein héherer Gehalt von Schwefel und Magnesia 
vorzuherrschen als in den dlteren Blattern. 

Dann wurde ferner bewiesen, daB in den alternden Blattern 
die geriistbildenden Stoffe, Kieselsiure und Kalk, und, wir 
kénnen noch hinzufiigen, der Gehalt an Rohfaser zunehmen. 

Setzt man auch ein Anwachsen der geriistbildenden Sub- 
stanzen in Rechnung, so wird doch ein Riickstrémen der 
spezifischen Pflanzennabrstoffe aus den Blatern in die Achsen- 
speicherorgane im Herbst als bewiesen angesehen werden 
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kénnen, wie die vorliegenden, auf Trockensubstanz berechneten 
it, # Zablen dartun. q 
| Aus dem Atherextrakt der Ahorn- und Buchenblattter 7 
it konnten folgende Substanzen isoliert werden. : 3 


rt, 1. Ein Wachs, welches beim Verseifen Cerotinsaure liefert. 4 
te 2. Phytosterine, welche sich durch ihre Krystallform unter- B 
m scheiden. 

m 8. Phosphor- und stickstoffhaltige, durch Aceton fallbare 

k- Substanzen, welche bei der Hydrolyse mit Saéuren neben 


d Phosphorsaéure auch reduzierende Kohlenhydrate lieferten. Der 
Phosphor und Stickstoffgehalt dieser Substanzen war schwankend. a 

it In alten Blattern nimmt die Menge dieser durch Ather q 
5 extrahierbaren Phosphorverbindungen ab. 
| Die Blatter enthalten nur kleine Mengen nicht eiweif- . 
( fe artiger Stickstoffverbindungen, a 
Das EiweiB der Blatter wird durch die vorhandenen i 
Fermente und anhaftenden Bakterien nur sehr wenig verandert. 4 








Weitere Studien tiber die Struktur der Proteine. 


Uber die Reduktion von Dipeptiden und Methoden zur Isolierung 
von Reduktionsprodukten aus Proteinen. 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Januar 1925.) 








Wir haben das Ziel, durch vergleichende Untersuchungen 
an Dipeptiden und den zugehérigen Diketopiperazinen Reaktionen 
ausfindig zu machen, die Riickschliisse auf die Art und Weise, 
wie im EiweiB die bei seinem Abbau in Erscheinung tretenden 
Aminosiuren untereinander verkniipft sind, zulassen, weiter 
verfolgt. Die Aufklarung der Struktur der Proteine macht 
deshalb so groBe Schwierigkeiten, weil es sehr schwer hilt, 
Komplexe aus ihnen herauszulésen, ohne da8 sekundire Ver- 
inderungen eintreten. So besteht immer noch die Méglichkeit, 
da8 selbst gewisse Aminosaéuren nicht primar im Kiweif vor- 
gebildet sind. Ferner kénnen Polypeptide und insbesondere 
Dipeptide sekundar durch Aufspaltung von Ringsystemen ent- 
standen sein. Gewisse Diketopiperazine, wie zum Beispiel 
Glycinanhydrid, Glycyl-alaninanhydrid gehen schon bei gewébn- 
licher Temperatur, in Normalalkali gelést, in die entsprechenden 
Dipeptide itiber. Interessanterweise sind diese bestandiger. 
Auf diesem Umstande beruht die bekannte Gewinnung von 
Dipeptiden aus den entsprechenden Diketopiperazinen (Emil 
Fischer). 

Es ist nun gegliickt, den Nachweis zu fihren, daB Di- 
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peptide und die zugehdrigen Diketopiperazine gegentiber der 
yon uns angewandten Reduktionsmethode sich ganz verschieden 
verhalten. Wahrend die letzteren — allerdings nicht quanti- 
tativ — die zugehérigen Piperazine liefern, ergeben die Dipeptide 
unter teilweiser Desaminierung Aminoalkohole. 

In einer friheren Mitteilung) wurde tiber die Reduktion 
von d,l-Leucyl-glycin berichtet. Es wurde [y-Methyl- 
a-oxymethyl-butyl-Jamin = Leucinol erhalten. Wir haben 
als weiteres Beispiel d,l-Alanyl-glycin und Glycyl-glycin 
gewahlt. In allen Fallen wurde eine teilweise Desaminierung 


-beobachtet. Besonders stark war die Ammoniakabspaltung 


beim Glycyl-glycin. Bei der Reduktion von Leucyl-glycin 
wurde Capronsaure erhalten. Alanyl-glycin lieferte 
Propionsaiure. Diese Fettsiuren wurden als Silbersalze 
identifiziert. 

Die Aufarbeitung der bei der Reduktion erhaltenen Produkte 
war in allen Fallen die gleiche. Die Reaktionsprodukte wurden 
zunaichst der Wasserdampfdestillation unterworfen. Dann wurde 
die verbleibende Lisung mit Salzsiure neutralisiert und im 
Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde in 
Wasser aufgenommen und nach Schotten-Baumann 
benzoyliert. Beim Ansiuern mit Salzsiure fiel neben einem 
weiBen Niederschlag ein gelbes Ol aus. Es wies einen charakte- 
ristischen Fettsiuregeruch auf. Das Ol wurde mittels Ather 
aufgenommen. Der nach dem Verdampfen der Atherischen 
Lésung verbleibende Riickstand wurde in Ammoniak gelést. 
Das Ammoniumsalz wurde mit einer alkoholischen Lisung von 
Silbernitrat umgesetzt. Es fiel ein rein weiBer Niederschlag 
aus. Unter Lichtwirkung farbte er sich schwach gelb und 
nach einiger Zeit griinlich. Die Fallung wurde auf dem Filter 
mit schwach ammoniakalischem Alkohol ausgewaschen. Das 
gewonnene Silbersalz krystallisierte in Nidelchen. Die Analyse 
ergab Werte, die auf das Silbersalz der Capronsd&ure 
stimmen: 





1) Emil Abderhalden u. Ernst Schwab, Diese Zs. Bd. 189, 
S. 72 (1924). 
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0,0295 g Substanz gaben 0,0142 g Ag. 


0,0554g =, »  0,0266 g Ag. 
Berechnet fiir C,H,,0,Ag Gefunden 
48,40, Ag 48,14 48,019, Ag 


Das Filtrat des Benzoylierungsproduktes wurde eingeengt. 
Nach dem Erkalten erfolgte Krystallisation. Das beigemischte 
Kochsalz wurde durch Umlésen in Alkohol abgetrennt. Bei 
der fraktionierten Krystallisation wurde Hippursiéure auf- 
gefunden. Sie schmolz bei 184—185°. Nach erfolgter Spaltung 
durch 2stiindiges Kochen mit 30°/,iger Salzsiure wurde der 
Aminostickstoff des Glykokolls nach Sérensen bestimmt: 


0,2274 g Hippursiure verbrauchten 6,1 ecm n/5-NaOH. 
Berechnet fir C,H,O,N Gefunden 
7,88°/, N 7,52°/, N 


Reduktion von d,l-Alanyl-glycin. 


Das Verfahren der Reduktion und die Aufarbeitung des 
erhaltenen Produktes waren dieselben, wie beim Leucyl-glycin. 
Bei der Wasserdampfdestillation gingen Produkte iiber, die 
einen stark basischen Geruch aufwiesen. Isoliert werden konnte 
a-Oxymethyl-ithylamin und zwar in Form seines salzsauren 
Salzes. Die Abtrennung erfolgte durch fraktionierte Fiallung 
mit Ather aus der alkoholischen Lisung. Das Produkt zeigte 
farblose, an der Luft zerflieBliche Blattchen. Sie lésten sich 
in Alkohol und in Wasser sehr leicht auf. Mit Nesslers 
Reagens entstand ein citronengelber Niederschlag. Die Analysen- 
werte stimmten auf die Formel: 


CH, : On CH, - OH 
NH(HC) 


0,0578 g Substanz verbrauchten 5,12 ccm n/10-H,SQ,. 
0,0814g _—s, ‘ 2,76 cem n/10-H,SQ,. 
0,0271 g ~ * 2,4 ccm n/10-AgNO,. 
Berechnet fiir C,H,,ONC1 Gefunden 
12,579), N 12,41; 12,32°/, N 
81,80 Cl 81,41°/, Cl 


Aus der nach der Wasserdampfdestillation verbleibenden 
Lésung lieB sich ein Ol isolieren. Es erwies sich als Propion- 
siture. Sie kam als Silbersalz zur Analyse. Auch hier wurde 








sierte in feinen Nadeln. Da es sich in den gebriuchlichen 
Liésungsmitteln als unléslich erwies, wurde es zur Entfernung 
noch anhaftender Spuren von Silbernitrat mit ammoniakalischem 


| Alkohol und zuletzt mit reinem Wasser gewaschen. Die Analyse 


ergab folgenden Befund: 


0,0360 g Substanz gaben 0,0216 g Ag. 
Berechnet fiir C,H,O,Ag Gefunden 
59,64°/, Ag 60,00, Ag 


Reduktion von Glycyl-glycin. 

Auch hier wurde die reduzierte Lésung nach dem Ab- 
dampfen des Alkohols der Wasserdampfdestillation unterworfen. 
Das mit Salzsiure angesiuerte Destillat wurde zur Trockne ver- 
dampft. Wie oben schon erwaihnt, kommt es bei der Reduktion 
von Glycyl-glycin zu einer recht erheblichen Ammoniak- 
entwicklung. Das durch den Salzsiurezusatz entstandene 
Chlorammon wurde durch Behandlung mit absolutem Alkohol 


| abgetrennt. Die alkoholische Lésung hinterlieS beim Ein- 


dampfen eine sirupése Masse. Sie zeigte keine Neigung zur 


| Krystallisation. Der Sirup wurde in Alkohol aufgenommen 


und die Lisung mit Tierkohle gekocht. Das Filtrat versetzten 
wir bis zur Triibung mit Ather. Es fiel zunichst ein gelbes 
Ol Von diesem wurde abgetrennt. Nach dem Einengen 
schied sich beim Erkalten eine amorphe weiBe Masse ab. Sie 
verwandelte sich nach langerem Stehen in feine, biischelférmig 
angeordnete Nadeln. Sie erwiesen sich als leicht zerflieBlich. 
Sie schmolzen schon unter 80° Beim UbergieBen einer Probe 
des Salzes mit Natronlauge war intensiver basischer Geruch 
wahrnehmbar. Nesslers Reagens erzeugte eine hellgelbe 
Fallung. Nach allen Eigenschaften und insbesondere nach 
den Analysenergebnissen lag salzsaures Oxyathylamin vor. 


0,0874 g Substanz verbrauchten 3,77 ccm n/10-H,SO,. 


0,0256¢g 4, 2 2,6 cem n/10-AgNO,. 
Berechnet fiir C,H,ONCI Gefunden 
14,879), N 14,12, N 
36,87 Cl 36,01 Cl 


Wir haben die isolierte Verbindung weiterhin durch das 
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guvor das Ammoniumsalz hergestellt. Das Silbersalz krystalli- 
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Pikrolonat identifiziert. Es krystallisierte aus Alkohol ip 
gelben, kugligen Aggregaten, die bei 227° schmolzen. Das 
salzsaure Salz ergab deutlich die Jodoformreaktion. Nach 
Zusatz von Ehrlichs Reagens trat intensive Gelbfarbung auf. 

Was die Bildung von Ammoniak bei der Reduktion von 
Glycyl-glycin anbetrifft, so liegen die Verhiltnisse offenbar, 
wie folgt: Nach Sprengung der Amidbindung wird die Carbonyl. 
gruppe zur Aldehydgruppe reduziert. Es entsteht der bekannt. 
lich auBerordentlich labile Aminoacetaldehyd. Dieser wird 
offenbar zum Teil unter Ammoniakabspaltung zersetzt, zum 
Teil wird er zum entsprechenden Alkohol reduziert. 


Isolierungsmethoden fir bei der Reduktion von Proteinen sich 
bildende Piperazine. 


Es unterliegt keinem Zweifel, daB bei der Reduktion 
von Proteinen und auch von Peptonen sich unter geeigneten 


Bedingungen Piperazine gewinnen lassen. Es liegt nahe, an | 


ihre Herkunft aus vorgebildeten Diketopiperazinringen zu 
denken, Dabei bleibt freilich die Méglichkeit offen, daB im 
Hiwei8 Ringsysteme vorhanden sind, die unter den angewandten 
Bedingungen in Diketopiperazine itibergehen. Es haben jiingst 
P. Karrer und C.H.Granacher') darauf hingewiesen, dai 
auch die Sauerstoffather der enolisierten Diketopiperazine der 
Reduktion zu Piperazinen zuginglich sind. Das Wesentliche § 
bei der Deutung der Befunde von Piperazinen bei der Reduktion | 
von Proteinen ist, daB die sekundire Bildung von Ringsystemen f 
ausgeschlossen erscheint. Unsere vergleichenden Untersuchungen 
iiber das Verhalten von Dipeptiden und Diketopiperazinen 
beweist wohl eindeutig, daB das Auftreten von Piperazinen 
unter den Reduktionsprodukten von EiweiS als Beweis dafiir 
angesehen werden darf, daB im Eiwei® Anhydridringe der er- 
wihnten Art vorgebildet sind, so daB man berechtigt ist, von 
einer Anhydridstruktur der Proteine zu sprechen. Zu 
entscheiden bleibt die Frage, einen wie grofen Anteil diese 
Ringsysteme am Aufbau des EiweiBes haben. Unsere Versuche, 





!) Helvetica chimica acta Bd. 7, 8. 1062 (1924). 
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pei denen unzweifelhaft vorgebildete Ringsysteme aufgesprengt 
werden kénnen, diirfen unter keinen Umstinden als MaBstab 
gur Beurteilung des Mengenverhiltnisses der Anhydridringe 
gegeniiber anderen Strukturen im Kiwei8 genommen werden. 
Es sind im hiesigen Institut Versuche im Gange, um Methoden 
ausfindig zu machen, die aus Diketopiperazinen bessere Aus- 
beuten an Piperazinen gewiahrleisten. 

_ GroBe Schwierigkeiten bereitet die Trennung der Reduktions- 
produkte, weil eine ganze Anzahl von solchen auftreten. Es 
ist deshalb notwendig, besondere Methoden auszubilden. Einer- 


 seits sind Versuche im Gange, um Derivate von Piperazinen 


kennen zu lernen, und andererseits wird nach Wegen gesucht, 
um die bei der Reduktion von Proteinen bzw. Peptonen ent- 
stehenden Produkte in geeigneter Weise zu trennen. Die 
Trennung der Piperazine mittels fraktionierter Fallung der 
Chlorhydrate aus ihrer alkoholischen Lésung mittels Athér ist 
recht umstindlich und ergibt wenig befriedigende Ausbeuten. 
Wir haben deshalb versucht, die Reduktionsprodukte mit 
Phenylisocyanat und Naphthylisocyanat zu kuppeln. Die 


| besseren Resultate ergab die Verwendung des ersteren. Es 


wurden gut krystallisierende Verbindungen erhalten. 


Kuppelung von Methylpiperazin mit Phenylisocyanat. 

1,5 g salzsaures Methylpiperazin wurden zur Infreiheit- 
setzung der Base in wiaBriger Lésung mit der berechneten 
Menge n/1-Natronlauge versetzt. Die Liésung wurde bei 0° 
mit der 2fachen, molekularen Menge Phenylisocyanat versetzt 
und bis zum Verschwinden des Phenylisocyanatgeruches ge- 
schiittelt. Von einer geringen Menge des sich nebenbei ge- 
bildeten Diphenylharnstoffs wurde abfiltriert und das Filtrat 
mit verdiinnter Salzsiure schwach angesauert. Nach dem 
Kinengen der Lisung schieden sich beim Erkalten farblose 
prismatische Nadeln ab, die nach dem Umkrystallisieren aus 
Alkohol bei 212° unter Zersetzung schmolzen. — 

Die Analysen stimmten. auf eine Verbindung, die sich aus 
zwei Molekiilen Phenylisocyanat und einem Molekiil Methyl- 
piperazin zusammensetzt. 
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CH,—C 
C,H; ad NH + cO-N< 2-0 . NH ° C,H; . 


bu, 
0,0298 g Substanz verbrauchten 3,55 ccm n/10-H,SQ,. 
0,0324 g < ‘ 3,8cem n/10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,,H,.0,.N, Gefunden 
16,57°), N 16,69 und 16,43°/, N 

Die Ausbeute betrug etwa 75°/,. Aus dieser Verbindung 
wurde durch mehrstiindiges Erhitzen mit 30°/,iger Salzsiure 
salzsaures Methylpiperazin zuriickerhalten. 

Wir haben diese Methode zur Trennung der Reduktions- 
produkte von Gelatine, iiber die nachstens berichtet werden 
wird, angewandt. 


Versuch, Piperazine mittels Phosphorwolframsaure zu isolieren. 


10,7 g schwefelsaures Piperazin wurden in 500 ccm Wasser 
gelést und mit 20 ccm konzentrierter Schwefelsaure (entsprechend 
4 Vol.-°/,) versetzt und darauf mit Phosphorwolframsiure ge- 
fallt, wozu etwa 220g nétig waren. Nachdem kurze Zeit 
stehengelassen worden war, wurde filtriert und einige Male 
‘mit 3 Vol-°/,iger Schwefelsiure ausgewaschen. Waschwasser 
und Filtrat wurden vereinigt und nach Kjeldahl auf ihren 
Stickstoffgehalt gepriift. Das Resultat war negativ. Es war 
also die Fallung eine volistindige. Der Phosphorwolframsiure- 
niederschlag wurde mit konzentrierter Barytlauge zerlegt. Aus 
dem Filtrat vom Bariumphosphorwolframat wurde das iiber- 
schiissige Barium quantitativ durch Schwefelsiure gefallt. Die 
mit Salzsiure versetzte Liésung wurde nach Entfernung. des 
Bariumsulfats eingedampft. Zuriickerhalten wurden auf diese 
Weise 6,6 g salzsaures Piperazin, was einer Ausbeute von 
72°/,, berechnet auf die Piperazinbase, entspricht. 














Zur Methodik der Milchsturebestimmung in tierischen 
. Organen. 
IL. Mitteilung, 


;- gugieich eine Erwiderung auf die Bemerkung von O. Meyerhof in 
Bd. 141, 8. 816 dieser Zs. 



































n 
Von 
Gustav Embden. 

a Mit 1 Figur im Text. 
T | ef 
d (Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) iB 

(Der Redaktion zugegangen am 14, Januar 1925.) ts 
De 
e Vor kurzem verdéffentlichte Hirsch-Kauffmann aus dem hiesigen 


ry Institut eine Arbeit ,,Zur Methodik der Milchsiurebestimmung in tieri- 
schen Organen“.) Er bediente sich hierbei des Prinzips der Uberfiibrung 
| der Milchsiiure in Acetaldehyd, wie es zuerst von v. Fiirth und Charnass 
angewandt wurde und seitdem weite Verbreitung gefunden hat. Er 
# versuchte dabei, die bisher im hiesigen Institut stets fir notwendig UA 
8 erachtete Extraktion der Milchsiure zu umgehen, indem er einer von ea 
‘. Clausen*) gegebenen Anregung, wonach der die Milchsiurebestimmung 
. stérende Zucker durch Fillung mit Kupfer und Kalk beseitigt wird, 
folgte, 
, Noch ehe das Ergebnis der Versuche Hirsch-Kauffmanns zur 
e Veréffentlichung gelangte, haben Anrep und Cannon eine Arbeit 4 
D -publiziert, in der die Milchsiurebestimmung ganz nach dem gleichen 
Prinzip vorgenommen wird.*) Anrep und Cannon bemerken, daB es 4e 
aus der Arbeit von Clausen nicht zu ersehen sei, ob er das van Slyke- | . 
sche Prinzip bei seinen Milchsiurebestimmungen wirklich angewandt habe 
oder ob er sich der Atherextraktion bediente. 





| 1) Hirseh-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924). 
*) Clausen, Jl. of Biol. Chem. Bd. 52, S. 276 (1922). 
*) Anrep u. Cannon, Jl. of Physiol. Bd. 58, 8. 244 (1928). 
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Ob nun Clausen selber oder Anrep und Cannon die Kon. 
bination des v. Fiirth-Charnassschen Verfahrens mit der Kupfer-Kalk. 
fillung zuerst in ausgedehnterem MaBe fiir die Milchsiurebestimmung 
angewandt haben, jedenfalls kann die unter meiner Leitung ausgefihrt, 
Arbeit von Hirsch-Kauffmann natiirlich keinerlei Anspruch auf eine 
»Prioritat’ in dieser Frage erheben. Das ist auch aufs deutlichste yoy 
Hirsch-Kauffmann in den Worten zum Ausdruck gebracht, daj 
seine Untersuchungen ,zum Teil nur eine Bestiitigung der Arbeit 
Anreps und Cannons“ lieferten.’) 

Die oben erwihnte Arbeit Clausens hat auch Meyerhof zu 
Verwendung des Kupfer-Kalkverfahrens fir die Milchsiurebestimmuny 
angeregt. Er benutzte es ebenso wie in der Mehrzahl seiner Versuche 
Hirsch-Kauffmann zur Milchséurebestimmung im Muskel, und dic 
von ihm verwandte Modifikation des Verfahrens von v. Fiirth uni 
Charnass bildet ebenso wie die Untersuchung Hirsch-Kauffmann; 
eine gewiB wertvolle Bestitigung der Angaben Clausens bzw. Anreps 
und Cannons. Ich will gerne anerkennen, daB Herr Meyerhof wz. 
erst Untersuchungen verdffentlicht hat, in denen das Clausensche 
Prinzip auf die Milchsiurebestimmung in der Muskulatur iibertragen 
wurde, méchte aber glauben, da8 diese Ubertragung an sich iiberhaupt 
wohl kaum Gegenstand eines Prioritaétsanspruchs sein kann, dafiir ist sic 
wohl nicht wesentlich genug. 

Die von Meyerhof hervorgehobene, bis in Einzelheiten gehende 
Ubereinstimmung des von ihm und von Hirsch-Kauffmann geiibten 
Verfahrens beruht im iibrigen durchaus nicht nur darauf, daB beide sich F 
des Clausenschen Prinzips bedienten, sondern auch darauf, daB Meyer. 
hof gerade anlaBlich der in Frage kommenden Untersuchungen die bis- 
her von ihm ganz vorwiegend geiibte Alkoholextraktion des Muskels 
verlassen und die von meinen Mitarbeitern und mir zum Zwecke der 
Milchsiurebestimmung schon seit etwa 2 Jahrzehnten ausschlieBlich ver- 
wandte Schencksche Enteiweifungsmethode iibernommen hat, eine 
Methode, die er vor seiner letzten Arbeit auf diesem Gebiete nur ge- 
legentlich und nicht iiberall in einwandfreier Weise benutzte. 

Noch in seiner VI. Mitteilung ,,Uber die Energieumwandlungen im 
Muskel“ glaubt Meyerhof nicht, daB die Milchsiurebestimmungen in 
der Muskulatur unter Benutzung des Schenckschen Verfahrens viel 
genauer seien, als nach Alkoholextraktion.*) - 

Es erschien ihm damals unsicher, ob bei Verwendung des Schenck- 
schen Verfahrens unter Verarbeitung aliquoter Filtratmengen eine voll: 
stindig gleichméBige Verteilung der Milchsiure zwischen der Muskel. 
substanz und der Liésung stattfindet; und es war Meyerhof dabei 
»infolge einzelner Fehlschlige zweifelhaft, ob nicht — speziell bei linger 


) a. a. QO. 8. 28, Z. 16. 
*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 195, S. 22 (1922). 














Zur Methodik der Milchsiurebestimmung in tierischen Organen. 299 


dauernden Destillationen — der hohe Cl-Gehalt der Lésung zu Feblern 
pei der Aldehydbestimmung fihren kann“.1) Meyerhof ,,sah somit 
keine Veranlassung, von dem sonst benutzten Verfahren der Alkohol- 


 extraktion abzugehen“.') 


Die beiden eben genannten Fehlerméglichkeiten spielen, wie 
Hirsch-Kauffmann zum Teil in Bestitigung friiherer Untersuchungen 
Max Oppenheimers’) aus dem hiesigen Institut gezeigt hat, bei 
richtigem Arbeiten tatsiichlich keine Rolle. Dagegen ftihrte er den 
Nachweis, daB die direkte Verarbeitung der Schenckschen Fallung 
ohne Entfernung der Kohlehydrate deswegen zu villig fehlerhaften 
Ergebnissen fiihrt, weil groBe Mengen Kohlehydrat, namentlich das ge- 
samte Lactacidogen, in das Schenckfiltrat tibergehen. Solche ,,direkte“ 


| Milchsiurebestimmungen am Schenckfiltrat ohne Trennung von den 


Kohlehydraten wurden im hiesigen Institut niemals benutzt, was ich 
pesonders hervorheben méchte, da man aus Meyerhofs Worten das 
Gegenteil herauslesen kénnte*); wohl aber wurde die Methode in dieser 
entschieden fehlerhaften Art von Meyerhof angewandt. 

Noch in seiner VII. Mitteilung ,,tiber die Energieumwandlungen im 


| Muskel“, in der er sich dem Schenckschen Verfahren zuwendet, meint 


Meyerhof tibrigens, daB es bei Anwendung des Kupfer-Kalkverfahrens 
,weniger auf die Entzuckerung als auf die Entfernung gewisser jod- 
bindender Substanzen“ ankommt. 

Es mag sein, da8 auBer Lactacidogen und anderen Kohlehydrat- 


| verbindungen noch weitere stérende Substanzen durch die Kupfer-Kalk- 


fillung beseitigt werden. Doch verbietet der Gehalt des Schenckfiltrats 
an Lactacidogen allein schon die direkte Uberfihrung von Schenck- 
filtraten durchaus, wofiir der experimentelle Beweis im einzelnen von 
Hirsch-Kauffmann erbracht wurde. 

Es ist mir erfreulich, da8 nunmehr im Gegensatz zu seinen friiheren 
Anschauungen Meyerhof zu der Ansicht gekommen ist, da8 ,,die Mileh- 
siurebestimmungen erleichtert und gleichzeitig verbilligt wurden, da- 
durch, daB an Stelle der bisherigen Alkoholextraktion ... die Ver- 
arbeitung mit der Schenckschen EnteiweiBungsflissigkeit in Verbindung 
mit der van Slykeschen Entzuckerungsmethode trat.‘‘*) 

Im iibrigen ist die Ubertragung des Clausenschen Prinzips auf 


die Milchsiurebestimmung in der Muskulatur durchaus nicht der einzige, 


und, wie ich glaube, nicht einmal der wesentlichste Inhalt der Arbeit 


Hirsch-Kauffmanns. Er zeigte, wie bereits erwahnt, erneut die Gleich- 


maiBigkeit der Milchsiureverteilung zwischen Filtrat und Niederschlag, 
die die Voraussetzung fiir die Verarbeitung aliquoter Filtratanteile bildet. 





*) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 195, S. 28 (1922). 
*) M. Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 89, 8. 39 (1914). 
*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 204, S. 305 (1924). 
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Ferner erschien es notwendig, festzustellen, ob die au8er Glucose, deren 
volistiindige Ausfillung bei dem Kupfer—Alkaliverfahren schon yoy, 
Salkowski') and van Slyke*) konstatiert worden war, im Muske| 
vorkommenden Kohlehydrate, das Glykogen und namentlich das Lacta. 
cidogen, das in seiner ganzen Menge ins Schenckfiltrat tibergeht, 
bei dem Clausenschen Verfahren villig beseitigt werden. : 

Wenn trotz des giinstigen Ausfalls der zahlreichen in Frage kom. 
menden Kontrollversuche die von Hirsch-Kauffmann angewandte 
Modifikation des v. Fiirth-Charnassschen Verfahrens nicht friiher 
veréffentlicht wurde, so lag das daran, daB wir den Wunsch hatten, 
die Acetaldehydausbeute bei Oxydation kleiner Milchsiuremengen 5) 
ginstig wie médglich zu gestalten. In der Tat gelang es Hirsch- 
Kauffmann auch hei Verwendung von Milchsiuremengen bis herab 
zu etwa 3 mg einen maximalen Bestimmungsfehler von kaum 10°), 
einen durchschnittlichen von etwa 4°/, zu erzielen, vor allem dadurch, 
daB er den Einflu8 der Konzentration der Milchsiure in der Uber. 
fiihrungsfliissigkeit auf die GréBe der Acetaldehydausbeute erkannte, 
Ferner zeigte er, daB der Gesamtfehler der Milchsiurebestimmung bei 
Anwendung des Schenckverfahrens und der Kupfer—Kalkfallung nicht 
merklich gréBer als der Uberfiihrungsfehler allein ist. Dieses Ergebnis 
ist weitaus besser als das von Meyerhof gewonnene, der fiir kleinere 
Milchsiuremengen allgemein mit einem Gesamtdefizit von 15°/,, fiir 
gréBere mit einem solchen von 13%) rechnen und dementsprechende 
Korrekturen anbringen muB. 

Fir manche Zwecke war aber der erreichte Genauigkeitsgrad der 
Bestimmung scbon bald nach Beginn der Untersuchungen Hirsch- 
Kauffmanns ausreichend und wir konnten daher schon frihzeitig 
simtlichen uns darum ersuchenden Forschern die in Frage kommen- 
den methodischen Einzelheiten zur Verfiigung stellen, trotzdem unsere 
auf Verfeinerung des Verfahrens abzielenden Versuche noch nicht ab- 
geschlossen waren. Wenn Laquer und Griebel®) in einer aus dem 
hiesigen Institut verdéffentlichten Arbeit von einem Verfahren von 
Hirsch-Kauffmann sprechen, so ist das insofern wohl nicht ganz 
berechtigt, als es sich nicht um ein neues Verfahren, sondern um eine 
Modifikation des alten v. Fiirth-Charnassschen, von mir verbesser- 
ten Verfahrens unter Verwendung einer von Clausen ausgehenden 
Anregung handelt. Aber sicherlich kann Meyerhof sich nicht dariber 
beschweren, da8 sein Name in dieser Arbeit nicht erwihnt wird, dic 
lingst vor dem Erscheinen seiner einschligigen Untersuchung im 
Druck war. 





1) Salkowski, Diese Zs. Bd. 3, S. 79 (1879). 
*) van Slyke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 82, 8. 464 (1917). 
*) Laquer u, Griebel, Diese Zs. Bd. 188, 8. 148 (1924). 
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Das so viel giinstigere Ergebnis Hirsch-Kauffmanns, das mir 
gu zeigen scheint, daB die von Mey erhof angenommene Ubereinstimmung 
beider Verfahrensarten doch keine ganz vollkommene ist, geniigte tibrigens 
den Anforderungen, die wir bei unseren Untersuchungen tiber den Ab- 
lauf der Milchsiurebildung in der Muskulatur stellen muBten, noch nicht. 
Wir sind unterdessen, wie ich glaube mit Erfolg, bemiiht gewesen, das 
Uberfiihrungsverfahren noch wesentlich zu verbessern, und ich méchte 
die im einzelnen geringfiigigen, fiir die Genauigkeit der Milchsiure- 
bestimmung in ihrer Gesamtheit aber ausschlaggebenden neuen Ver- 
besserungen schon jetzt kurz schildern, : 

1, Entsprechend den bereits von Hirsch-Kauffmann erhobeneu 
Befunde, daB die Acetaldehydausbeute bei Uberfiihrung aus kleinen 
Volumina, dh. bei méglichst groBer Milchsiurekonzentration, besser 
wird als bei Uberfiihrung aus gréBeren Flissigkeitsmengen, verwenden 
wir neuerlich fiir die Bestimmung von Milchsiuremengen zwischen etwa 
3,5 und 1,2 mg stets eine Flissigkeitsmenge von nur 20 cem. 

Die vielfach von uns und auch von anderen Autoren, so noch 
neuerlich. von Baur und Kuhn’) beobachteten Schwankungen in dem 
Ergebnis der Acetaldehydausbeute bei Verwendung gleicher Milchsiure- 
mengen beruhen zum Teil offenbar auf UnregelmaBigkeiten im Zutropfen 
der Permanganatlisung, zum Teil auf Uberhitzung des Destillations- 
kolbens unmittelbar iiber der siedenden Fliissigkeit. 

2. Den ersten Ubelstand haben Lehnartz und ich dadureh be- 
seitigt, daB wir eine besondere Tropfvorrichtung anwandten, die das 
Eindringen von Wasserdampf oder Luft in das Rohr des Tropf- 
trichters und damit eine Hauptursache des unregelmaBigen Zu- 1 
tropfens vollkommen vermeidet. Es handelt sich einfach um 
ein spitz ausgezogenes, umgebogenes Glasrohr, das an der 
Biegungsstelle einen Sporn aus massivem Glas trigt, wie aus 
der nebenstehenden Abbildung ersichtlich ist. Das Glasrohr [| 
wird durch eine der beiden Bohrungen des den Kolben ver- } 
schlieBenden Gummistopfens gesteckt und mittels Gummi- 
schlauch mit einem Trichter, der die Permanganatliésung ent- 








| halt, verbunden. An diese Hauptleitung ist eine Neben- 


leitung angeschlossen, die durch T-Verbindung mit der Tropf:- 
vorrichtung kommuniziert und oben ebenfalls in einen 
Trichter miindet, der mit Wasser gefiillt wird. Der Per- 


| manganattrichter und der Wassertrichter sind durch Schraubenklem- 
' men verschlieBbar; in die gemeinsame Leitung ist ein Glashahn mit 


schlitzférmiger Feineinstellung eingeschaltet. Vor Versuchsbeginn wird 


| von dem Wassertrichter aus die Tropfvorrichtung mit Wasser gefillt, nach- 


dem dann die Fliissigkeit zum Sieden gekommen ist die Tropfgeschwindig- 





1) Baur u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 141, 8. 68 (1924). 
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keit mit Wasser genau eingestellt und dann der Permanganathahn ge. 
éffnet und der Wasserhahn geschlossen. Die Tropfgeschwindigkeit wird 
so gewihlt, daB die in einem Jenenser Kjedahlkolken von 75—100 ccm 
befindliche, lebhaft siedende Milchsiurelésung genau das gleiche durch 
eine Marke bezeichnete Volumen behilt; im iibrigen soll die Tropf. 
geschwindigkeit nur eine sehr geringe, die einzelnen Tropfen méglichst 
klein sein, derart daB die Oxydation einer Milchsiuremenge von 8 mg etwa 
1'/, Stunden dauert. Trotz dieser langen Oxydationsdauer und des leb. 
haften Siedens gehen infolge der starken RiickfluBwirkung des etwa 
20—25 cm langen aufsteigenden Teiles des Destillationsrohres (Weite 
etwa 5mm) nur ungefihr 100 ccm Wasser iiber. Gut hergestellte Tropfer 
funktionieren nach richtiger Einstellung geradezu mit der Regelmibig. 
keit einer Uhr. 

8. Es ist notwendig, daB die Milchsiurelésung wihrend der Uber. 
fihrung sich dauernd in lebhaftem Sieden befindet und mit starker 
Flamme beheizt wird. Um die hierbei drohende Uberhitzung der Rander, 
der nach den von uns gemachten Beobachtungen ein wesentlicher Anteil 
an den Milchsiureverlusten zukommen diirfte, zu beseitigen, verfihrt 
man nach Lehnartz praktisch in der Weise, da8 man den Destillations. 
kolben von der Flamme durch ein Stiick dicker Asbestplatte von etwa 
20cm im Quadrat trennt. Die Asbestpappe wird in der Mitte an- 
gefeuchtet und durch Kneten eine dickwandige Héhlung hergestellt, in 
die die zu verwendende Kolbengré8e genau hineinpaSt und zwar s0, 
da8 der Fliissigkeitsrand bei Verwendung einer Flissigkeitsmenge von 
20 cem den oberen Rand der Héhlung eben iiberragt. Die gro8e spezi- 
fische Wirme der Asbestplatte macht die Geschwindigkeit der Destil- 
lation von kleinen, unvermeidbaren Sechwankungen in der Flammengrébe 
unabhingig, und der ganze Vorgang verliuft so regelm&Big, daB man 
durchaus nicht gendtigt ist, die Bestimmung dauernd zu beaufsichtigen, § 
was ein nicht zu unterschitzender Vorteil sein diirfte. 

Bei Verwendung von n/500-Permanganatlésung, n/50-Bisulfitlésung 
und Titration mit n/100-Jodlésung (in letzter Zeit benutzen wir n/200- 
Jodlésung) wurden von Lehnartz an Zinklactatlésungen noch weitaus 
bessere, vor allem weitaus regelmaBigere Acetaldehydausbeuten als von 
Hirsch-Kauffmann erhalten, z. B. wurden von 8,68 mg Milchsiure in 
7 Versuchen in Prozenten der berechneten Menge gefunden: 96,1, 98,6, 
95,5, 97,8, 98,6, 99,6, 96,1. Aber auch bei wesentlich geringeren 
Mengen bis herab zu 1,2 mg wurde die Ausbeute nicht merklich ver- 
schlechtert: in einer Reihe von 17 Bestimmungen unter Verwendung von 
Milchsiuremengen zwischen 1,2 mg und 8,6 mg wurde ein Durchschnitts- 
wert von 98°/, (genau 97,96 °/,) ermittelt, die niedrigste Ausbeute, die 
erheblich schlechter als irgendeine der tibrigen Bestimmungen war und 
bei einer Milchsiuremenge von etwa 1,8 mg erhalten wurde, betrug f 
94,2°,. Es muB8 sich in dieser Bestimmung, die bei der Durchschnitts- 77 
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perechnung mit beriicksichtigt wurde, wohl um irgendeine Stérung ge- 
handelt haben, und der maximale Uberfihrungsfehler erreichte — von 
der eben genannten Bestimmung abgesehen — nur einmal etwas mehr 
als 4°/, bei einem durchschnittlichen Fehler von 2 °%,. 

Da nach den erwihnten Feststellangen Max Oppenheimers 
und Hirsch-Kauffmanns bei Verwendung des Schenckverfahrens 
unter Verarbeitung aliquoter Filtratmengen ebenso wenig merkliche 
Milchsiureverluste entstehen, wie bei der Kupfer-Kalkfaillung (Hirsch- 
Kauffmann und wohl auch Meyerhof), dirfte der Gesamtverlust bei 
der Milchsiurebestimmung unter Einhaltung der eben erwaihnten Kautelen 
den Wert von 8-—4°/, keinesfalls tibersteigen und nur selten erreichen, 
worin nicht nur gegeniiber den letzten Angaben Meyerhofs, der bei 


kleinen Milchsiuremengen (wohl 1—2 mg) mit einem Gesamtdefizit von © 


etwa 15°/,, bei gréeren (bis zu 12 mg) mit einem solehen von 18°, 


rechnet, eine wesentliche Verbesserung besteht, sondern auch gegeniiber 


den soviel giinstigeren Ergebnissen Hirsch-Kauffmanns (dessen durch- 
schnittlicher Bestimmungsfehler etwa 4°/,, maximaler kaum 10 °/,). 


| Um eine neue Methode handelt es sich bei den eben geschilderten ~ 
Modifikationen selbstverstindlich nicht, sondern nur um die Aufdeckung 


und Vermeidung einer Reihe von kleinen Fehlern, die dennoch in ihrer 
Gesamtheit fiir die Méglichkeit der Bearbeitung mancher Fragen des 


| Muskelehemismus entscheidende Bedeutung haben diirften. 
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Berichtigung zu dem Aufsatze ,, Untersuchungen tiber die 
Zusammensetzung der Proteine.“ 


6. Mitteilung. 


Von 





N. Troensegaard und Eugen Fischer. I 
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